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A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é a cultura mais promissora para a obtenção de energia 
renovável, tendo sua produção movida pelo setor sucroenergético. O Brasil é o maior produtor 
mundial e os cultivares atualmente utilizados são híbridos interespecíficos aneuplóides, resultado do 
melhoramento genético clássico. As espécies selvagens que deram origem a esses cultivares, 
Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum, possuem características importantes para a 
produção como alto teor de sacarose e resistência à doenças e estresse abióticos, respectivamente. 
Contudo, as perdas de produtividade são frequentes nas regiões produtoras. A regulação gênica 
mediada por microRNAs pode estar relacionada a mecanismos de tolerância a estresses abióticos. Os 
microRNAs são sequências de RNA de 19-24 nucleotídeos. Esses pequenos RNAs (sRNAs) atuam no 
silenciamento gênico através da clivagem ou repressão da tradução de genes alvos, por similaridade 
quase perfeita de suas sequências. Neste trabalho foi realizada a análise do microtranscritoma de 
plantas de cana-de-açúcar com 11 meses, cultivadas em campo sob regimes de irrigação (controle) 
ou sequeiro (estressado). Amostras de sRNAs folhas de quatro cultivares foram sequenciadas 
(RB867515, RB855536, RB92579 e RB72454). As análises fisiológicas de trocas gasosas, como 
condutância estomática, fotossíntese e transpiração, e de desenvolvimento das plantas mostraram 
que os quatro cultivares sofreram os efeitos da seca. A análise do sequenciamento permitiu a 
identificação de um total de 29 miRNAs, pertencentes a 19 famílias. Dentre esses, 27 microRNAs, 
pertencentes a 17 famílias, foram diferencialmente expressos pela seca nos quatro cultivares de 
Saccharum spp. analisados. A predição de alvos para o miRNAs diferencialmente expressos levou à 
identificação dos genes relacionados à biogênese dos próprios microRNAs, ao desenvolvimento das 
plantas e de genes envolvidos em respostas a estresses abióticos, em particular à seca. Os 
microRNAs ssp-miR164, ssp-miR171-seq 2, ssp-miR393 e ssp-miR528 foram reprimidos pela seca, 
tendo como alvos preditos genes que codificam para proteínas com domínio NAC, fator de 
transcrição tipo SCARECROW (SCL), proteína de transporte relacionada à auxina (TIR1) e a 
subunidade αEI da enzima piruvato desidrogenase, respectivamente. Experimentos de PCR em 
tempo real confirmaram as correlações de expressão esperados para a maioria os miRNAs e seus 
respectivos genes alvo. As construções de silenciamento gênico para os microRNAs ssp-miR164, ssp-
miR171-seq 2, ssp-miR393 e ssp-miR528 foram obtidas a com a técnica de microRNA artificial 
(amiRNA). Os experimentos de transformação gênica em calos embriogênicos de Setaria viridis via 
Agrobacterium tumefaciens evidenciaram a necessidade de uma real padronização no protocolo 
desse procedimento, devido, principalmente, à dificuldade na eliminação das agrobactérias após 
infecção dos calos. A análise do microtranscritoma permitiu a identificação dos microRNAs 
diferencialmente expressos sob seca, bem como a predição das principais rotas reguladas por esses 
sRNAs. Os alvos de quatro microRNAs que foram reprimidos pela seca nessas plantas estão 
envolvidos com processos potencialmente associados à características agrícolas importantes de 
resposta à seca. Tais genes devem ser explorados funcionalmente em plantas modelo com 
protocolos adequados, bem como em plantas de cana-de-açúcar. As informações geradas neste 
trabalho aumentam o conhecimento dos mecanismos moleculares das plantas do complexo 
Saccharum em resposta ao estresse hídrico e auxiliam futuros estudos na busca por cultivares que 





Sugarcane (Saccharum spp.) is the most promising crop of renewable energy, which production is 
driven by alcohol and sugar industry. Brazil is the world leading producer, and as result of classical 
genetic improvement cultivars used are aneuploid interspecific hybrids. The wild parents, Saccharum 
officinarum e Saccharum spontaneum, have important features as high sucrose content and diseases 
and abiotic stresses resistance, respectively. However, yield losses are frequent in producing regions. 
Genic regulation performed by microRNAs might be related to abiotic stresses tolerance. MicroRNAs 
comprise RNA sequences of 19-24 nt. These small RNAs (sRNAs) act in gene silencing by cleavage or 
translation repression of target genes, by near perfect base pairing. In this work, the 
microtranscriptome of 11 months old field grown sugarcane plants were evaluated, plants were 
cultivated under irrigation (control) or dry land (stressed). Samples of sRNAs extracted from leaves of 
four Brazilian cultivars were sequenced (RB867515, RB855536, RB92579 e RB72454). Physiological 
analysis of gas exchanges, like stomatal conductance, photosynthesis and transpiration, and plant 
development measures showed that drought affected the four cultivars. Sequencing analysis allowed 
the identification of 29 miRNAs, from 19 families. From these, 27 microRNAs, from 17 families, were 
differentially expressed by drought in the four Saccharum spp. cultivars analyzed. From target 
prediction for the differentially expressed microRNAs, genes related to miRNAs biogenesis, plant 
development and stress responsive genes, in particular drought, were identified. Ssp-miR164, ssp-
miR171-seq 2, ssp-miR393 and ssp-miR528 were down regulated by drought, and predicted target 
genes for these miRNAs are NAC-domain protein, SCARECROW-like transcription factor (SCL), auxin 
related transport inhibitor response protein 1 (TIR1), and αEI subunit of pyruvate dehydrogenase, 
respectively. Real time PCR experiments confirmed the expected expression correlation in most 
miRNAs and their target genes. Gene silencing constructions for the microRNAs ssp-miR164, ssp-
miR171-seq 2, ssp-miR393 and ssp-miR528 were obtained using artificial microRNA (amiRNA) 
approach. Experiments on Setaria viridis transformation via Agrobacterium tumefaciens mediated 
calli infection emphasized the real need of a standard protocol for this proceeding, mainly due to the 
difficulty on calli agrobacteria disinfection step. Microtranscriptome analysis allowed the 
identification of differentially expressed miRNAs under drought stress, and the prediction of main 
pathways regulated by these sRNAs. The target genes of the four microRNAs down regulated by 
drought are related to processes potentially associated to important agricultural features in response 
to drought stress in sugarcane plants. These targets must be functionally explored in model plants 
with appropriated protocols, as well as in sugarcane plants. The information generated in this work 
increases the knowledge concerning molecular mechanisms of Saccharum complex plants in 
response to water deficit, and help future researches on the development of cultivars with a higher 
level of drought tolerance. 
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A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma das mais importantes culturas cultivadas dos países 
de regiões tropical e subtropical, liderando o papel de principal fonte de energia renovável na 
produção de biocombustível. O Brasil é o maior produtor mundial, seguido pela China, Índia e 
Tailândia (FAO, 2015). Os cultivares comerciais de cana-de-açúcar são resultados do melhoramento 
clássico, compreendendo uma grande variedade de híbridos multiespecíficos, com características 
agronômicas essenciais das espécies parentais Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum, 
como o alto teor de sacarose acumulado nos colmos e a resistência a estresses bióticos e abióticos, 
respectivamente (PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010).  
Como consequência do aumento da demanda por etanol, a lavoura da safra 2014/2015 teve 
um acréscimo na área plantada de 3,3% em relação à safra 2013/2014, devido, principalmente, a 
expansões na Região Centro-Sul. Contudo, alguns fatores climáticos influenciam na limitação da 
expansão da área do cultivo de cana. No Brasil, esse problema é percebido de forma muito clara no 
Nordeste, em que 54% da área total é situada no domínio ecogeográfico do semiárido brasileiro 
(ALVES; ARAÚJO; NASCIMENTO, 2008) e aproximadamente 12% do total da área irrigada na região 
está abandonada em função da ocorrência de salinização (OLIVEIRA; GOMES-FILHO; ENÉAS-FILHO, 
2010). 
 Embora o uso de cultivares selecionados e geneticamente melhorados tenha conseguido 
aumentar a produtividade nas últimas décadas, os produtores sofrem com o baixo rendimento de 
suas plantações e alguns Estados, como Pernambuco, fecharam a safra de 2012/13 com queda de 
produção (IBGE, 2012). Nos relatórios da última safra (2014/15), novamente os canaviais foram 
prejudicados pela estiagem e altas temperaturas, observadas em dezembro de 2013 a início de 2014, 
atingindo principalmente a região Centro-Sul, com queda de 4,3% na produtividade (Conab, 2015). 
Nessa época do ano, em que a cana-de-açúcar encontra-se em fase de rebrota e desenvolvimento, a 
cultura é especialmente sensível à seca  (INMAN-BAMBER; JAGER, 1988). 
Tanto as regiões áridas como os períodos de estiagem exigem dos produtores medidas que 
diminuam os danos e garantam a produtividade da lavoura. Por esta razão, a agricultura, 
principalmente devido à prática da irrigação, é responsável por 70% do uso de água doce (KATES; 
PARRIS, 2003), fato que novamente aponta para a necessidade do aumento da eficiência na produção 
agrícola. A seca é um dos principais estresses que reduz a produtividade da cana-de-açúcar e a 
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geração de cultivares mais tolerantes pode representar ganhos econômicos e contribuir para a 
sustentabilidade dos canaviais.  
Apesar da complexidade relacionada à base genética da tolerância à seca, a cana-de-açúcar 
possui mecanismos distintos para lidar com esse estresse, com destaque para o controle estomático, 
enrolamento foliar, tamanho e distribuição do sistema radicular, sendo que essas respostas 
dependem do cultivar e da fase de desenvolvimento em que se encontra (INMAN-BAMBER; SMITH, 
2005).  
Analisando plantas de cana-de-açúcar com 7 meses, cultivadas em campo sob regimes de 
irrigação e sequeiro, GENTILE e colaboradores (2013) observaram que o déficit hídrico afetou 
negativamente a atividade fotossintética, a condutância estomática e a taxa de transpiração das 
plantas estressadas. Dentre os parâmetros analisados, o cultivar RB867515 foi o que sofreu menos 
efeito do estresse hídrico, indicando uma melhor performance de resposta a condições adversas. Em 
estudos com plantas de cana-de-açúcar dos cultivares RB867515 e RB855536, crescidas em casa de 
vegetação por 3 meses, FERREIRA e colaboradores (2012) notaram que após 2 dias de suspensão de 
rega as plantas apresentaram sintomas de estresse, como o enrolamento foliar e senescência, e, ao 
sexto dia, quase todas as plantas estressadas foram severamente afetadas pela ausência de irrigação. 
A descoberta na forma de regulação gênica mediada por microRNAs (miRNAs ou genes MIR) 
vem sendo descrita como um componente importante e decisivo no desenvolvimento vegetal 
(BARTEL; BARTEL, 2003b; JONES-RHOADES; BARTEL; BARTEL, 2006; JUNG et al., 2008; SONG et al., 
2011; XIA et al., 2012; XIE; KHANNA; RUAN, 2010), bem como na modulação da resistência aos mais 
diversos estresses (COVARRUBIAS; REYES, 2010; DE PAOLA et al., 2012; GAO et al., 2011; JONES-
RHOADES; BARTEL, 2004; SUNKAR; LI; JAGADEESWARAN, 2012; SUNKAR, 2010; XIE et al., 2014). 
Pesquisas focadas na busca de cultivares que apresentem distintos graus de tolerância à seca, e que 
utilizam abordagem de regulação gênica via microRNAs, têm identificado uma variedade desses 
transcritos, estabelecendo correlações com os genes alvo na resposta das plantas ao estresse hídrico 
(FERREIRA et al., 2012; GENTILE et al., 2013, 2015; NI et al., 2013; XIE et al., 2014; ZHANG et al., 
2011b). 
Trabalhos recentes sugerem que muitos miRNAs frequentemente possuem fatores de 
transcrição como alvos e são importantes para a evolução e expansão das espécies vegetais. Os 
miRNAs relacionados principalmente ao desenvolvimento mantêm-se altamente conservados 
(CUPERUS; FAHLGREN; CARRINGTON, 2011; JONES-RHOADES, 2012; PAOLI et al., 2014), ao passo que 
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a maioria dos miRNAs associados ao metabolismo, transdução de sinal, modificação de proteínas e 
ligação a carboidratos ou RNA são pouco conservados (CUPERUS; FAHLGREN; CARRINGTON, 2011; 
JONES-RHOADES, 2012; WILLMANN; POETHIG, 2007; ZENG et al., 2010), mostrando a diversificação e 
especificidade destes transcritos.  
A obtenção de dados de expressão é fator importante para o estabelecimento das funções 
gênicas, bem como para associar dados de sequência de um genoma a características de interesse 
agronômico. Isso porque os processos moleculares que levam as plantas do complexo Saccharum a 
apresentarem respostas ao estresse hídrico ainda não são totalmente compreendidos. Assim, é 
importante o estudo das informações geradas neste trabalho a partir da análise do 
microtranscritoma de plantas de cana-de-açúcar cultivadas em campo e da participação desta classe 
de pequenos RNAs no mecanismo de tolerância à seca para que se possa aprofundar o conhecimento 





2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1. O complexo Saccharum 
A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma monocotiledônea da família Poaceae, originária da 
região norte da Índia e Nova Guiné (STEVENSON LONDON; LONGMANS; KNIGHT, 1965; WATSON; 
CLIFFORD; DALLWITZ, 1985). Hoje representa uma das mais importantes culturas agrícolas do Brasil, 
graças à produção de açúcar e etanol. Possuindo genomas aneuplóides muito complexos, os 
cultivares comerciais são resultado do melhoramento genético clássico e compreendem uma grande 
variedade de híbridos interespecíficos, que agregam características agronômicas importantes, como 
alto teor de sacarose acumulado nos colmos e resistência à estresses bióticos e abióticos (CRESTE et 
al., 2010; DE SETTA et al., 2014; GRATIVOL et al., 2014). Contudo, sua produtividade tem 
apresentado quedas significativas nas safras dos últimos anos e a principal causa é a seca (CONAB; 
FAO; IBGE; UDOP). 
As espécies parentais Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum compõem cerca de 
80% e 15% do genoma desses cultivares, respectivamente, e os 5% restantes são reflexos de 
recombinações cromossômicas entre estas duas espécies selvagens (D’HONT et al., 1996; GRIVET; 
ARRUDA, 2002; PIPERIDIS; PIPERIDIS; D’HONT, 2010). GRATIVOL e colaboradores (2014) reportaram 
porcentagens de 86 e 14% de SNPs (single-nucleotide polymorphisms) em S. officinarum e S. 
spontaneum, respectivamente, relacionados a rotas de sacarose e amido. A cana-de-açúcar é objeto 
de mapeamento genético empregando diversos tipos de marcadores moleculares, com 
características que afetam, principalmente, a produtividade desta espécie (CORDEIRO et al., 2001; 
DE SETTA et al., 2014; MING; TERRYE; MONTE, 2002). Enquanto S. officinarum é capaz de armazenar 
sacarose em cerca de 17% do seu peso fresco, seu parente selvagem, S. spontaneum, armazena 
aproximadamente 4% (BULL; GLASZIOUT, 1963). Contudo, S. spontaneum apresenta robustez, bom 
perfilhamento e resistência a doenças (MOORE, 2005). 
 
2.2. A cana-de-açúcar e a seca 
O desenvolvimento das plantas de cana-de-açúcar é dividido em quatro fases distintas – 
germinação, perfilhamento, crescimento e maturação – e os estresses abióticos podem afetar cada 
um desses estágios de diferentes maneiras (GASCHO; SHIH, 1983). A redução na taxa de crescimento 
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é uma das respostas conservadas pela evolução, quando a planta é exposta ao estresse hídrico e, de 
forma clara, os estágios de perfilhamento e crescimento tornam-se críticos quando afetados pela 
escassez de água (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; RAMESH, 2000), sendo que 80% do rendimento 
desta cultura pode ser impactado por eventos que atuem nessas duas fases (SINGH; RAO, 1987).  
Dentre os inúmeros efeitos da seca na cana-de-açúcar está o fechamento estomático, que é 
desencadeado por uma combinação das condições hídricas das células adjacentes, pela intensidade 
luminosa e também pelo déficit de água percebido pelas raízes (ASSMANN; BIOLOGY, 1990; SMITH; 
LAWN; NABLE, 1999), visando à redução da perda de água. Dessa forma, a seca reduz a transpiração 
e a fotossíntese, aumentando a temperatura da planta (GRAÇA et al., 2010; RODRIGUES; DE LAIA; 
ZINGARETTI, 2009; RODRIGUES et al., 2011).  
Fotossíntese do tipo C4 é o termo utilizado para descrever as diversas combinações de 
modificações anatômicas, bioquímicas e fisiológicas que concentram CO4 na bainha do feixe vascular, 
efetivamente saturando a Rubisco (ribulose-bisfosfato carboxilase oxigenase) com a geração de 
ambiente com alta concentração de CO2 (RIPLEY; FROLE; GILBERT, 2010). Essa peculiaridade das 
plantas C4 praticamente elimina a fotorrespiração, permitindo-lhes reduzir a abertura estomática 
enquanto fixam o CO2 (PEARCY; EHLERINGER, 1984). Essas características C4 e a maior eficiência do 
uso de água leva à visão geral de que a fotossíntese C4 seja menos sensível à seca e tenha vantagens 
em ambientes áridos (BARBOUR; BURK; PITTS, 1987; HAXELTINE; PRENTICE, 1996; TAIZ; ZEIGER, 
1991).  
Contudo, a severidade do estresse hídrico influencia as contribuições relativas das limitações 
difusionais das plantas C3 e metabólicas das plantas C4 na fotossíntese e, portanto, tem implicações 
importantes para a recuperação da fisiologia fotossintética (IGNACE et al., 2007). As limitações 
iniciais das espécies C3, impostas pela condutância estomatal e do mesófilo, são rápidas e 
completamente restauradas por recuperação de rega, mas as limitações metabólicas mais severas 
são revertidas lentamente e as plantas C4 podem levar mais tempo para se recuperar (GALLÉ; 
HALDIMANN; FELLER, 2007).   
 
2.2.1. Genômica comparativa: Saccharum spp. x Sorghum bicolor 
Além de toda complexidade envolvendo o genoma de Saccharum spp., a ausência do seu 
completo sequenciamento torna necessária a utilização de genomas modelo completamente 
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sequenciados, para viabilizar estudos relacionados com identificação e caracterização gênica 
(GOUW; KRIJGSVELD; HECK, 2010). ). Neste contexto, o genoma do sorgo (Sorghum bicolor), uma 
gramínea C4, é o que apresenta maior similaridade com o de cana (BOWERS et al., 2003; GARSMEUR 
et al., 2011; ZHANG et al., 2011a) e outras gramíneas de interesse agronômico como milho e arroz. 
O mapeamento comparativo entre a região conhecida do genoma de cana-de-açúcar com o 
genoma de sorgo demonstra elevada sintenia e indica forte conservação gênica, sugerindo o uso 
deste genoma diplóide como referência para estudos em cana-de-açúcar (ASNAGHI et al., 2000; DE 
SETTA et al., 2014; WANG et al., 2010).  
Em 2010, WANG e colaboradores, analisando a microcolinearidade entre cana-de-açúcar e 
sorgo, relataram uma média de 95,2% de identidade nas sequencias gênicas de BACs (Bacterial 
Artificial Chromosomes - cromossomos artificiais bacterianos) de Saccharum spp. com Sorghum 
bicolor. Resultados similares foram reportados por AITKEN et al. (2014), que utilizando um mapa 
genético de cana com marcadores SNPs e EST-SSRs (Expressed Sequence Tag – Single Sequence 
Repeats), em comparação com o genoma de sorgo, encontraram um nível macro de sintenia e alta 
colinearidade entre estes dois genomas, reforçando a importância e robustez dos trabalhos feitos 
com plantas modelo, diante de genomas complexos. 
 
2.3. A descoberta dos microRNAs na regulação gênica 
O dogma central da genética, que postulava a função do RNA como um carregador de 
informação intermediário, tem sido questionado há muito tempo. No final da década de 60, os 
pesquisadores BRITTEN e DAVIDSON (1969) propuseram possíveis funções na regulação gênica 
desempenhada pelos RNAs, na qual RNAs ativadores de transcritos em regiões genômicas 
redundantes poderiam formar complexos com sequências regulatórias no DNA e, assim, ativar uma 
grande quantidade de genes. Entretanto, somente ao final dos anos 90 foi descoberta a 
potencialidade da formação do RNA de dupla fita no silenciamento gênico (ANDREW FIRE, SIQUN XU, 
MARY K. MONTGOMERY, STEVEN A. KOSTAS, 1998) – estudo pelo qual Andrew Z. Fire e Craig C. 
Mello foram agraciados com o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina de 2006. 
Neste meio tempo, acreditava-se que apenas RNA exógeno (transgene ou viral) possuía a 
capacidade de silenciar genes. Com o início dos projetos-genoma, ficou evidenciado que organismos 
complexos apresentam um número de genes codificantes de proteínas menor que o esperado 
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(SCHAD; TOMPA; HEGYI, 2011). Segundo SCHAD e colaboradodes (2011), a complexidade de um 
organismo é característica multi-paramétrica determinada pela interação potencial entre o tamanho 
do proteoma, a distribuição das proteínas tecido-específicas e o splicing alternativo. 
Contudo, um dos principais motivos da evolução das espécies é o aumento da quantidade de 
RNAs não codificantes de proteínas que provocam a regulação da expressão gênica e, assim, 
controlam a arquitetura do sistema (MATTICK, 2001; SUNKAR et al., 2007; ZHANG et al., 2006). O 
primeiro artigo demonstrando o silenciamento de um gene específico por um RNA endógeno foi 
publicado em 1993 por LEE, FEINBAUM e AMBROS. Neste estudo, foi identificado um gene em C. 
elegans, o lin-4, cuja mutação causava um aumento do RNA de outro gene específico. Em 2001, 
utilizando o mesmo modelo animal, outro grupo de pesquisadores identificou o gene let-7 como um 
transcrito de 21 nucleotídeos que regula o desenvolvimento temporal do verme (LAGOS-QUINTANA 
et al., 2001). 
Com a evolução das técnicas de clonagem, sequenciamento de genomas e análises de 
bioinformática, pôde-se identificar centenas de pequenas sequências de RNAs com potencial papel 
na regulação gênica em animais (vertebrados e invertebrados). O fenômeno de silenciamento 
mediado por RNAs em plantas compartilha quatro etapas bioquímicas consenso: (1) indução por 
RNA de dupla fita (dsRNA), (2) processamento do dsRNA em pequenos RNAs (sRNAs) de 18-25 
nucleotídeos, (3) metilação da extremidade 3’ do sRNA e (4) incorporação do sRNA em complexos 
efetores que se associam completamente ou parcialmente ao RNA ou DNA alvo (CHAPMAN; 
CARRINGTON, 2007). 
 
2.3.1. MicroRNAs em plantas: biogênese e silenciamento gênico 
Particularmente, os microRNAs consistem em sequências endógenas de 19 a 24 nucleotídeos 
(BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004; KIM, 2005; LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LEE; AMBROS, 2001; 
VOINNET, 2009) que parecem atuar como tampões na dinâmica molecular, regulando de forma 
refinada a expressão de genes alvo por pareamento quase perfeito nas plantas, seguido de clivagem 
ou repressão da tradução de seus genes alvo (MALLORY; VAUCHERET, 2006; ZHANG et al., 2006). A 
biogênese destes transcritos em plantas é, em muitos pontos, bastante similar à encontrada em 
animais (CHEN, 2005). Os miRNAs que possuem sequências similares são agrupados em famílias, nas 
quais eventualmente os membros são diferencialmente regulados e expressos em padrões tecido-
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específicos (BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004; VOINNET, 2009). Entretanto, enquanto os miRNAs em 
animais são principalmente encontrados nos íntrons e éxons dos genes que irão regular, os miRNAs 
de plantas são intergênicos, sendo o dobramento e tamanho de suas estruturas mais variáveis. Os 
genes MIR em animais geralmente são agrupados e co-transcritos em RNAs policistrônicos (KIM, 
2005). Em contrapartida, os miRNAs encontrados em plantas raramente estão arranjados 
sequencialmente, embora esta característica não seja tão incomum em soja (ZHANG; PAN; 
STELLWAG, 2008).  
Durante a biogênese dos miRNAs, os transcritos passam por um processo de maturação de 
múltiplos passos, fazendo com que sua estabilidade e atividade tenham várias camadas regulatórias. 
Em plantas, os genes MIR são principalmente transcritos pela RNA Polimerase II (Pol II), gerando 
transcritos primários (pri-miRNA), que apresentam a estrutura de dobramento imperfeita e possuem 
centenas a milhares de pares de bases (ZHANG et al., 2009). Essa estrutura é rapidamente 
estabilizada por proteínas de ligação a RNA, chamadas DAWDLE (DDL), em centros nucleares de 
processamento, chamados D-bodies. O processo de conversão de um pri-miRNA em um precursor 
(pre-miRNA) stem-loop ou hairpin (estrutura característica de um grampo) e, posteriormente, em um 
microRNA maduro, consiste em uma interação combinada de algumas proteínas. 
No núcleo, o pri-miRNA passa por pelo menos duas etapas de clivagem mediadas por enzimas 
Dicer-like 1 tipo RNase III (DCL1), formando um complexo com a HYL1, uma proteína de ligação a 
RNA dupla fita, importante para o processamento preciso das estruturas em hairpin. O tamanho do 
pre-miRNA gerado pode variar de 60 a 400 nucleotídeos. Os cortes precisos que geram o pre-miRNA 
dependem da sua estrutura e sequência, enquanto que o tamanho depende da ação das proteínas 
membros da família Dicer-like (DCL). Em plantas, a maioria dos miRNAs são processados pela DCL1 
(REINHART et al., 2002) e possuem predominantemente 21 nucleotídeos (CHEN et al., 2010). 
Por sua vez, a proteína HEN1, uma metiltransferase de ligação à RNA, metila as fitas duplas de 
RNA (dsRNA) na extremidade 3’ para protegê-las de subsequente degradação pela ação de 
exonucleases (LI et al., 2005). Os duplexes de RNA são, então, exportados para o citoplasma pela 
ação das exportinas HASTY e um miRNA maduro irá compreender uma fita guia e sua contraparte 
complementar “estrela”, o miRNA* (BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004; CHEN, 2005; KURIHARA; 
TAKASHI; WATANABE, 2006; KURIHARA; WATANABE, 2010; VOINNET, 2009). Em nomenclatura mais 
formal, os termos miRNA maduro e o miRNA* devem ser substituídos pelos termos miRNA-5p e 
miRNA-3p, de acordo com suas posições no pré-miRNA (KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES, 2011, 2014). 
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No citoplasma, o miRNA-5p é incorporado em uma proteína do tipo Argonauta (AGO), 
formando um complexo silenciador induzido por RNA (RISC), o miRNA-3p geralmente é degradado 
(BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004; REINHART et al., 2002; VOINNET, 2009). A família de proteínas 
Argonauta possui vários membros, sendo que Argonauta tipo 1 (AGO1) geralmente se associa à 
biogênese de microRNAs (VAUCHERET, 2008). O processo de seleção de um pequeno RNA a ser 
incorporado por uma proteína Argonauta depende da estabilidade termodinâmica da extremidade 5’ 
da fita dupla de RNA, em que a fita com menor estabilidade é incorporada pela AGO1 (EAMENS et 
al., 2009). O miRNA maduro incorporado ao RISC irá servir de sonda no citoplasma para encontrar o 
mRNA-alvo específico, por complementaridade quase perfeita dos nucleotídeos, levando à clivagem 
ou repressão da tradução deste.  
Os microRNAs de plantas são classificados em várias famílias e, dentro de cada família, os 
membros são muito similares em suas sequências maduras (BARTEL; LEE; FEINBAUM, 2004; CHEN, 
2005; VOINNET, 2009). 
 
2.4. Técnicas no estudo dos microRNAs 
 
2.4.1. Identificação in silico dos microRNAs e confirmação de expressão por RT-qPCR, em 
cana-de-açúcar 
A predição e identificação de microRNAs novos e conhecidos em Saccharum spp., para 
posteriores análises de expressão, requer um genoma referência completamente sequenciado. A 
utilização do genoma de Sorghum bicolor supre este requisito, e é frequentemente empregado como 
base nas plataformas computacionais na busca por microRNAs em cana-de-açúcar (FERREIRA et al., 
2012; GENTILE et al., 2013, 2015; KHAN et al., 2014; ORTIZ-MOREA et al., 2013; THIEBAUT et al., 
2012, 2014b; ZANCA et al., 2010).  
O programa MirDeep-P é utilizado para predizer estruturas precursoras de miRNAs, a partir 
do alinhamento das sequências maduras destes em um genoma referência. Essa ferramenta 
simplifica informações complexas dos dados de microtranscritomas sequenciados, basicamente 
aplicando uma assinatura de distribuição de transcritos (reads) de sRNAs ao longo de supostos 
precursores e  predizendo a estrutura secundária desses modelos com um esquema de pontuação 
adaptado para plantas (YANG; LI, 2011). 
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Fatores como fase de desenvolvimento da planta, tecidos analisados, qualidade da amostra e 
condições de tratamento impõem desafios para a validação de resultados e experimentos, 
principalmente em técnicas sensíveis como a PCR em tempo real. Em um levantamento de mais de 
1.700 publicações em que os autores utilizaram a PCR em tempo real, BUSTIN e pesquisadores 
(2013) revelaram uma falta de transparência, padronização e qualidade nos ensaios desta técnica 
essencial, tornando impraticáveis as reproduções e validações dos resultados apresentados.   
O método de PCR em tempo real para quantificar microRNAs, desenvolvido em 2005 por 
CHEN e colaboradores,  chamado Stem-Loop RT-PCR, apresenta alta sensibilidade, especificidade e 
precisão. Compreende dois passos: reação RT (Reverse Transcriptase) e PCR quantitativa. Na 
produção de cDNA, um primer extremamente específico (RT-Primer) se hibridiza à molécula de 
miRNA e é reverso-transcrito para a produção do cDNA. Após, os produtos de cDNA são 
quantificados por PCR quantitativa convencional, utilizando-se um primer reverso universal para 
todos os miRNAs a serem avaliados, o que simplifica a técnica. O esquema proposto não é afetado 
por contaminação de DNA genômico e é facilmente reproduzível. 
 
2.4.2. miRBase: o banco de dados de microRNAs 
Atualmente, existem apenas 36 sequências de miRNAs de cana-de-açúcar no banco de dados 
miRBase, das quais 16 correspondem à espécie Saccharum officinarum e 19 sequências de 
Saccharum spp. Em comparação, Oryza sativa possui 713 sequências maduras de microRNAs, 
Brachypodium distachyon possui 525 e Zea mays possui 321. Há, portanto, uma grande discrepância 
de dados entre cana e outras espécies modelo e de interesse agronômico, o que reflete na 
necessidade e amplo espaço para trabalhos de identificação e caracterização dos microRNAs entre os 
diferentes cultivares. Contudo, como as  análises baseadas apenas em ESTs deixam lacunas 
significativas, e plantas dessa espécie contam com um longo ciclo biológico, as buscas por diferentes 
espécies modelo que sejam próximas a Saccharum spp. são recorrentes. 
 
2.4.3. Predição de genes alvo: conservação e divergências 
Os estudos iniciais e a descoberta de miRNAs em plantas foram feitos em Arabidopsis 
thaliana (REINHART et al., 2002) e, desde então, várias pesquisas relacionam os microRNAs com seus 
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genes alvos no desenvolvimento de diversas plantas (JIN et al., 2013; JONES-RHOADES; BARTEL; 
BARTEL, 2006; JUNG et al., 2008; PALATNIK et al., 2003; REINHART et al., 2002; SONG et al., 2011; 
XIA et al., 2012) e sob estresses bióticos e abióticos (COVARRUBIAS; REYES, 2010; DE PAOLA et al., 
2012; GAO et al., 2011; JIN et al., 2013; LI et al., 2011; LIU et al., 2008; SUNKAR; LI; 
JAGADEESWARAN, 2012; SUNKAR, 2010; ZHOU et al., 2010). Diversos microRNAs regulados pelo 
estresse hídrico têm sido identificados em diferentes espécies vegetais de interesse agro-econômico, 
como eucalipto, arroz, trigo, tomate, feijão de corda, soja e cana-de-açúcar (BARRERA-FIGUEROA et 
al., 2011; FERREIRA et al., 2012; GENTILE et al., 2013; KANTAR; LUCAS; BUDAK, 2011; LEVY et al., 
2014; MUTUM et al., 2013; ZHANG; PAN; STELLWAG, 2008; ZHANG et al., 2011b; ZHOU et al., 2010).  
A regulação desempenhada pelos miRNAs pode levar a uma complexa cascata de efeitos na 
expressão gênica, pois a maior parte dos miRNAs tem como alvo múltiplos genes em plantas, sendo, 
na sua maioria, fatores de transcrição geralmente pertencentes a um mesmo grupo (SHUKLA; 
CHINNUSAMY; SUNKAR, 2008). Por exemplo, o miR171 tem como alvos preditos genes da família 
GRAS (proteínas com papel na sinalização hormonal e na manutenção do desenvolvimento do 
meristema) em Arabidopsis (BARTEL; BARTEL, 2003b). Por conseguinte, ocorre a ação dos fatores de 
transcrição que se ligam aos elementos de ação cis específicos no promotor (MARUYAMA et al., 
2012; MOCHIDA et al., 2011). Estes eventos de regulação são frequentemente relatados como causa 
das mudanças na expressão gênica, como é o caso da seca e da salinidade dos solos (FRAZIER et al., 
2011; GENTILE et al., 2015; MA et al., 2014; SUN et al., 2012; ZHOU et al., 2010; ZOU et al., 2011).  
Em estudos com plantas modelo de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, pesquisadores 
relatam que microRNAs conservados de uma mesma família podem regular os mesmos genes alvos, 
em diferentes espécies (CUPERUS; FAHLGREN; CARRINGTON, 2011). Analisando mais de 132 milhões 
de sequências distintas, em 34 espécies que vão de algas (3 espécies) a vários representantes 
vasculares (31 espécies), PAOLI e pesquisadores (2014), reportam um verdadeiro atlas de sRNAs e 
miRNAs, evidenciando a conservação e divergência destes pequenos RNAs através do reino vegetal. 
Eles observaram que poucas sequências de miRNA, com muita abundância, são conservadas entre as 
espécies, enquanto que a maioria dos miRNAs são espécie-específicos, com pouca abundância, 
correspondentes a variantes de substituição das sequências de referência do miRBase 
(http://www.mirbase.org/) – banco de dados de sequências e anotações dos miRNAs.  
A alta similaridade entre microRNAs nas diferentes espécies de plantas auxilia no 
desenvolvimento de ferramentas de bioinformática para a predição de genes alvo (DING; ZHOU; 
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GUAN, 2012). Essas ferramentas baseiam-se na análise da complementaridade das sequências e 
implementam filtros com critérios que visam simular o processo de reconhecimento do alvo que 
ocorre no complexo RISC (BARTEL, 2009), e também no cálculo da energia de pareamento (UPE – 
unpaired energy) necessária para abrir a estrutura secundária ao redor do sítio de ligação no mRNA 
alvo (DAI; ZHAO, 2011; MÜCKSTEIN et al., 2006; ZANCA et al., 2010). Contudo, a tarefa da predição 
de alvos para um determinado miRNA enfrenta alguns desafios e depende de alguns fatores 
importantes, além dos dois básicos, acima mencionados.  
A quantidade de sítios alvos que um mRNA possui pode representar uma primeira 
dificuldade, pois mais de um miRNA pode silenciar o mesmo alvo concomitantemente, fenômeno 
chamado de multiplicidade de sítios alvo (DAI; ZHUANG; ZHAO, 2011; DING; ZHOU; GUAN, 2012). Em 
2006 AXTELL e colaboradores mostraram que um gene de Arabidopsis (AtTAS3) foi silenciado 
simultaneamente pelos miRNAs miR390a e miR390b.  Desta forma, faz-se necessária a utilização de 
uma ferramenta de predição que seja capaz de retornar múltiplos alinhamentos para cada miRNA, 
permitindo a anotação de cada possível par miRNA::alvo, como o psRNATarget (DAI; ZHAO, 2011). 
Além disso, os métodos de predição anteriores têm utilizado a exploração de alvos 
conservados de miRNAs, pela homologia de sequências entre espécies relacionadas, com a finalidade 
de reforçar a predição (RHOADES et al., 2002). Alguns métodos recentes ainda utilizam esse princípio 
como parte do esquema de pontuação, como o psRNATarget, p-TAREF, imiRTP e TAPIR A principal 
preocupação a respeito desse princípio permanece no fato de que os padrões de expressão dos 
microRNAs, bem como de seus alvos, depende do tecido e do tempo da planta –  por exemplo, fase 
de desenvolvimento ou o efeito de algum estresse (GERMAN et al., 2008). Isto pode levar a 
predições de falsos-negativos em organismos específicos. Por esta razão, a escolha do programa a 
ser utilizado deve atender às características específicas de cada espécie (SRIVASTAVA et al., 2014).  
Em estudo que avaliou a performance de onze ferramentas computacionais para a predição 
de alvos, SRIVASTAVA e colaboradores (2014) reportaram que os resultados do Targetfinder e do 
psRNATarget possuem maior cobertura de alvos “verdadeiros-positivos” em Arabidopsis. 
Adicionalmente, concluíram que, embora as ferramentas estejam sempre sendo atualizadas, há 
necessidade de otimização espécie-específica dos algoritmos de predição, devido às interações não 
convencionais que possam ser restritas à espécie em questão.  
Ainda assim, alguns pesquisadores propõem que as complexidades de complementariedade 
entre um microRNA e o possível alvo têm impacto no reconhecimento do verdadeiro alvo, 
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enfatizando a importância do reconhecimento dos tipos de silenciamento gênico desempenhado 
pelos miRNAs, sejam eles a clivagem e a repressão da tradução (LI et al., 2014). 
 
2.4.4. Silenciamento de microRNAs 
Antes, os experimentos de validação da regulação mediada pelos miRNAs dependiam da 
geração de plantas modificadas tanto superexpressando um transcrito precursor de miRNA, como 
expressando versões de alvos resistentes (ALLEN et al., 2007; MALLORY et al., 2004; SCHWAB et al., 
2005). Em plantas modelo, que possuem genoma completamente sequenciado, esta abordagem 
fornece uma detalhada análise de perda de função de um determinado alelo. Contudo, para plantas 
sem informação completa do genoma, como a cana-de-açúcar, requer-se uma quantidade grande de 
silenciamentos redundantes, geralmente resultando em perda de função parcial do gene (SCHWAB 
et al., 2010). Além disso, esta abordagem não abrange todos efeitos que um miRNA desempenha na 
regulação gênica, uma vez que tem capacidade de silenciar mais de um alvo de formas diferentes 
(DAI; ZHUANG; ZHAO, 2011; DING; ZHOU; GUAN, 2012).  
 Também em plantas, utiliza-se a técnica de mímica do alvo (MIM), que consiste na expressão 
de sequencias de RNA não codificantes que contém o sítio alvo do miRNA, mas que não podem ser 
clivados. Estes transcritos interferem na relação normal miRNA::alvo ao sequestrarem os miRNAs 
complementares (FRANCO-ZORRILLA et al., 2007). A determinação da função de um miRNA é 
desafiadora, principalmente devido à redundância entre suas sequências, e um MIM é capaz de 
afetar todos os membros de uma família de RNA, tornando a técnica menos sensível à especificidade 
(REICHEL; LI; MILLAR, 2011). 
O silenciamento de miRNAs pela técnica de microRNAs artificiais (amiRNAs) pode ser muito 
específico quando o amiRNA tem sítio de clivagem designado para interagir com o pre-miRNA, como 
pode ser abrangente ao ser destinado para atingir a região madura do miRNA (EAMENS et al., 2011; 
REICHEL; LI; MILLAR, 2011) – que é muito conservada entre os membros de uma mesma família. A 
plataforma online Web MicroRNA Designer (WMD3) disponibiliza ferramentas para a construção de 
sequências de amiRNAs apropriados para uma variedade de espécies de plantas, bem como para o 
desenho do conjunto de primers que serão necessários no processo e, também, análises dos 




2.4.5. A relação dos microRNAs e seus genes alvo com a seca 
Vários miRNAs, bem como seus genes alvo, têm sido identificados e associados à resposta à 
seca em plantas modelo como Oryza sativa, Medicago truncatula e Arabidopsis thaliana. Por 
exemplo, ZHOU e colaboradores (2010) identificaram onze microRNAs reprimidos e outros oito 
induzidos em resposta à seca em plantas de arroz. Em estudos com alfafa, pesquisadores mostraram 
que alguns miRNAs da família do miR169 têm sua regulação alterada sob o estresse por seca: 
miR169a e miR169c são reprimidos, enquanto miR169g é induzido. Dentre outros, os microRNAs 
miR164 e miR171 foram reprimidos e possuem como alvos fatores de transcrição da família NAC e 
GRAS, respectivamente. Esses genes tem relação com o desenvolvimento radicular das plantas, além 
de serem reportados como responsivos à seca (WANG et al., 2011). 
Em estudos com plantas de Arabidopsis, SUNKAR e ZHU (2004) mostraram que três miRNAs 
foram induzidos por seca. Um deles, miR393, também foi induzido por frio e ABA, e tem como 
prováveis alvos genes do sistema de ubiquitinação de proteínas e fatores de transcrição TIR1 
(transport Inhibitor responsive), importante para o desenvolvimento das raízes laterais das plantas 
(XIE, 2000). O desenvolvimento lateral das raízes é suprimido em resposta à seca nas plantas, 
supostamente como consequência do maior desenvolvimento da raiz principal para a captação de 
recursos hídricos dispostos em camadas mais inferiores do solo (LAVENUS et al., 2013). outro miRNA 
diferencialmente expresso sob seca em Arabidopsis é o miR397b, que foi levemente induzido e tem 
como alvo membros da família de proteínas do tipo lacases. Plantas de Arabidopsis com mutação em 
um gene que codifica para uma enzima do tipo lacase mostraram maior sensibilidade à desidratação 
induzida por PEG (polietileno glicol)  (BARROS et al., 2015; CAPARRÓS-RUIZ et al., 2006), indicando 
uma relação dessa classe de proteínas com o estresse hídrico. 
Dentre os estudos que apresentam dados de expressão com genes alvos de microRNAs em 
cana-de-açúcar (CARNAVALE BOTTINO et al., 2013; FERREIRA et al., 2012; GENTILE et al., 2013; KHAN 
et al., 2014; ORTIZ-MOREA et al., 2013; THIEBAUT et al., 2012, 2014a; ZANCA et al., 2010), uma 
menor fração se relaciona com o estresse da escassez hídrica (FERREIRA et al., 2012; GENTILE et al., 
2013; THIEBAUT et al., 2012, 2014b). Na maioria dos casos, pesquisadores apoiam-se em análises de 
padrões de expressão de possíveis genes alvo previamente preditos por ferramentas in silico, 
empregando PCR em tempo real (ou PCR quantitativa – qPCR) para a confirmação dos padrões de 
expressão observados. Contudo, a depender do tecido, tempo de exposição ao estresse, fase de 
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desenvolvimento das plantas e, inclusive, da técnica de PCR em tempo real aplicada, os resultados 
podem ser mal interpretados (BUSTIN et al., 2009; SRIVASTAVA et al., 2014). 
Com a finalidade de avaliar o papel de miRNAs nas respostas da planta ao déficit hídrico 
foram realizadas análises do microtranscritoma em até quatro cultivares brasileiros de cana-de-
açúcar (RB867515, RB855536, RB92579 e RB72454), com níveis contrastantes de tolerância à seca 
nas principais fases de desenvolvimento. Os experimentos avaliaram plantas com três (FERREIRA et 
al., 2012), sete (GENTILE et al., 2013) e onze meses (dados não publicados), compreendendo as fases 
de perfilhamento, crescimento vegetativo e maturação, respectivamente (INMAN-BAMBER; SMITH, 
2005).  
Em 2012, FERREIRA e colaboradores realizaram análises do microtranscritoma de dois 
cultivares de cana-de-açúcar (RB867515 e RB855536), via sequenciamento de bibliotecas de 
pequenos RNAs e posterior confirmação por Stem-Loop RT-PCR. As plantas foram crescidas em casa 
de vegetação, submetidas a suspensão de rega por dois e quatro dias. Um conjunto de sete 
microRNAs apresentou expressão diferencial em resposta a esse estresse: ssp-miR164, ssp-miR393, 
ssp-miR394, ssp-miR397, ssp-miR399, ssp-miR528 e ssp-miR1432. Em cinco destes microRNAs, os 
perfis de expressão diferencial obtido no sequenciamento foi o mesmo observado nos dados de 
expressão por PCR em tempo real. O estudo complementar, realizado com os mesmos cultivares 
(RB867515 e RB855536), porém com plantas crescidas em campo por sete meses em regimes de 
irrigação e sequeiro, GENTILE e equipe (2013) identificaram 13 microRNAs que foram modulados 
pela seca. Comparando-se os dois trabalhos, os miRNAs ssp-miR393, ssp-miR394, ssp-miR528 e spp-
miR1432 foram identificados tanto em casa de vegetação quanto em campo. 
Em estudo de revisão, a mesma equipe sumarizou dados de expressão de microRNAs em 
diferentes cultivares de cana-de-açúcar, sob várias condições experimentais. Buscou-se identificar e 
discutir a respeito dos padrões de expressão dos miRNAs, bem como seus alvos, em relação à seca 
no complexo Saccharum spp., bem como em espécies modelo como arroz, tabaco e Arabidopsis 
(GENTILE et al., 2015) – Capítulo III desta tese. 
 
2.5. Setaria viridis: a planta modelo para os estudos em plantas C4 
 Setaria viridis é uma gramínea C4 da família Poaceae, possui um genoma relativamente 
pequeno (~510 Mb), de baixa estatura (10 a 15 cm), requer condições simples para crescimento, alta 
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produção de sementes (~13.000 sementes por planta) e ciclo de vida curto (6 a 9 semanas), o que 
facilita os estudos genéticos como planta modelo para as gramíneas C4 (BRUTNELL et al., 2010; 
WANG; PETERSON; BRUTNELL, 2011).  
 Essa planta fornece novas oportunidades para estudar a tolerância a estresses abióticos (LI; 
BRUTNELL, 2011). Com protocolo estabelecido por BRUTNELL e colaboradores, em 2010, a 
transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens e a disponibilidade de um genoma 
completamente sequenciado, S. viridis mostra-se uma planta modelo promissora para estudos de 
genômica comparativa com Saccharum spp.. 
Com a motivação da busca por sistemas de produção sustentáveis para o cultivo da cana-de-
açúcar, visando o aumento da produtividade frente aos desafios dos estresses abióticos, os estudos 
dos efeitos fisiológicos causados pelo estresse hídrico em planta modelo C4 tornam-se importantes 
para a avaliação da expressão gênica em diferentes cultivares de cana. Acredita-se que a análise da 
regulação gênica mediada pelos microRNAs e seus alvos, e a comparação destes resultados obtidos 
em Saccharum spp. com outras espécies modelo e de interesse agronômico venham a enriquecer o 
conhecimento e auxiliar no desenvolvimento de técnicas e, posteriormente, cultivares de cana-de-










Como reguladores moleculares, os microRNAs estão interagindo com genes alvo, 
participando da resposta ao estresse da seca em plantas de cana-de-açúcar. Acredita-se, portanto, 
que a análise desses pequenos RNAs modulados pelo estresse hídrico possa explicar os diferentes 
níveis de tolerância observados entre os cultivares e, ainda, fornecer informações sobre os 
mecanismos moleculares que ocorrem nas plantas quando expostas a esse estresse, em particular. 
 
 
3.2. Objetivo geral 
3.2.1. Identificar microRNAs responsáveis pela regulação da resposta fisiológica de plantas 
de Saccharum spp. sob estresse hídrico, assim como seus genes alvo, com a finalidade 
de estabelecer uma correlação destes com diferentes níveis de tolerância observado 
em cultivares contrastantes de cana.  
 
3.2.2. Objetivos específicos 
 Identificar miRNAs cuja expressão seja modulada pelo estresse hídrico em cana-de-
açúcar, por comparação dos perfis de expressão de genes MIR em quatro cultivares 
brasileiros com níveis contrastantes quanto à tolerância à seca;  
 Identificar genes alvo dos miRNAs diferencialmente expressos sob seca, para 
verificar a associação de alterações da expressão de miRNAs e alvos com fenótipos 
de tolerância à seca em cana; 
 Realizar estudo dos genes alvo preditos a fim de identificar quais possuem 
características agronômicas favoráveis para o melhoramento genético de cultivares 
de Saccharum spp., através da busca por trabalhos relacionando esses genes com 
estresse hídrico e mecanismos de tolerância à seca; 
 Confirmação de provável interação miRNA::alvo por análise de expressão via PCR em 
tempo real;  
 Produção de plantas transgênicas de Setaria viridis mediante transformação via 
Agrobacterium tumefaciens, para avaliação fenotípica e fisiológica decorrentes da 




4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. Material Vegetal 
As amostras são oriundas de experimentos de campo, realizados pela equipe coordenada 
pelo prof. Dr. Laurício Endres, da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) na localidade de Campo 
Alegre (AL). Esta etapa, bem como as análises fisiológicas, fizeram parte do Subprojeto 1: Avaliação 
fisiológica de variedades de cana submetidos a estresse hídrico – FISIO, que pertence ao Projeto 
Fisiologia e Biologia Molecular da Resposta à Seca em Cana-de-Açúcar (convênio nº 01.07.0627.00, 
protocolo nº 48), apoiado pela Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP). 
Para os experimentos, foram empregados dois cultivares descritos como mais tolerantes 
(RB867515 e RB92579) e outros dois cultivares menos tolerantes à seca (RB855536 e RB72454). As 
plantas foram mantidas em regime irrigado e sequeiro (ausência de irrigação), e a coleta foi realizada 
11 meses após o plantio. As amostras de folha madura (folha+1) foram coletadas em quadruplicatas 
biológicas (A, B, C e D), em que duas amostras de RNA das réplicas A e B foram utilizadas (em pool) 
para o sequenciamento e todas as quatro réplicas foram utilizadas nas análises via RT-qPCR – tanto 
dos miRNAs como dos alvos. 
A Tabela 1 destaca alguns dos principais aspectos de cada cultivar, obtidos do Catálogo 
Nacional de Variedades “RB” de Cana-de-Açúcar, da Rede Interuniversitária para Desenvolvimento 










Tabela 1. Características gerais da origem, produção e desenvolvimento dos cultivares 
RB867515, RB855536, RB92579 e RB72454. Fonte: RIDESA, 2010. 






















Cana planta Médio Médio Alto Médio 
Cana soca Médio Alto Alto Médio 
Brotação da 
soca 
Queimada Muito boa Ótima Muito boa Boa 
Crua Boa Ótima Boa Boa 
Fechamento entre linhas Boa Ótima Bom Regular 
Velocidade de crescimento Rápido Regular Lento Regular 
Porte Alto Médio Alto Alto 
Maturação Média tardia Média tardia Média tardia Média tardia 
Exigência em ambientes 
Média 
restrição 
Alta restrição Média 
restrição 
Sem restrição 
Teor de sacarose Alto Alto Alto Alto 
Teor de fibras Médio Baixo Médio Médio 
 
4.2. Análises fisiológicas das plantas 
As análises fisiológicas também foram realizadas na UFAL, pela equipe coordenada pelo prof. 
Dr. Laurício Endres. Foram avaliados os principais índices de crescimento em função da severidade 
da seca ou do nível de estresse hídrico: padrões de respostas fotossintéticas, comportamento 
estomático (grau de abertura ou de fechamento estomático), transpiração (trocas gasosas) e 
potencial hídrico foliar. A equipe acompanhou as variações nos teores dos pigmentos fotossintéticos 
e de fotoproteção (clorofilas e carotenóides) em função do nível de estresse hídrico, assim como 
quantificou o nível de osmorregulação através das determinações das concentrações de carboidratos 
solúveis, prolina, proteínas solúveis e nitrogênio aminossolúvel. 
 
4.3. Extração de RNA 
 A extração de RNA total foi realizada de acordo com o protocolo miRVanaTM (Life 
Technologies), segundo especificações do fabricante. O processo permite a obtenção de amostras 
ricas em sRNAs, uma vez que utiliza altas concentrações de sal e álcool, diminuindo a afinidade do 




A integridade das amostras foi avaliada em gel de agarose a 1%. A pureza e quantificação 
foram verificadas com a utilização do aparelho NanoDrop (Thermo Scientific), em que as razões de 
absorbância 260/280 e 260/230 foram avaliadas para checar a presença de proteínas, carboidratos e 
contaminantes provenientes da extração como o fenol e TRIzol.   
Foram realizadas extrações de material biológico de folha+1 dos quatro cultivares (RB867515, 
RB92579, RB855536 e RB72454), sob os tratamentos controle (irrigado) e estressado (sequeiro), com 
quatro réplicas biológicas para cada amostra (A, B, C e D) – resultando em um total de 32 amostras 
(4 cultivares, 4 réplicas biológicas para cada cultivar, e 2 tratamentos). Foi feito um pool de duas 
réplicas biológicas (A e B) para sequenciamento para o Beijing Genome Institute (BGI).  
 
4.4. Sequenciamento 
No processo de sequenciamento realizado pelo BGI, ocorreu o isolamento em gel de 
poliacrilamida das sequências de RNA com até 30 nucleotídeos (nt), às quais foram ligados 
adaptadores nas extremidades 5’ e 3’, necessários para a realização da reação de Transcriptase 
Reversa (RT). A partir da produção das fitas de cDNA, foi realizado PCR para multiplicação das 
sequências e posterior sequenciamento com primers específicos dos adaptadores (Figura 1). 
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Figura 1. Fluxograma do processo de sequenciamento de pequenos RNAs. 
Fonte: BGI. 
 O processamento bruto dos resultados do sequenciamento foi realizado pelo BGI. Os reads 
sequenciados passaram primeiramente por uma limpeza de eliminação das sequências de baixa 
qualidade, contaminantes (como restos de sequências dos adaptadores nas regiões 5’ e 3’), 
sequências com extremidade poli A e sequências <18 nt. Em seguida, foi realizada a distribuição por 
tamanho destas sequências que, por sua vez, foram anotadas em diferentes categorias. Essa 
categorização permite a identificação dos reads que não se encaixam em nenhuma categoria de um 
provável sRNA, como por exemplo RNAs transportadores (tRNA) ou ribossomais (rRNA) e sequências 
invertidas de íntrons e éxons. Os reads identificados como possíveis miRNAs passaram por uma nova 
análise da natureza da primeira base de sua extremidade 5’, característica importante para a 
determinação do tipo de sRNA e o tipo enzima AGO que irá incorporá-lo a um RISC. Esses três 
procedimentos – distribuição por tamanho, categorização das sequências e identidade da base na 
extremidade 5’ do pequeno RNA – são imprescindíveis na identificação de sequências genuínas de 
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4.5. Identificação e análise de expressão diferencial dos microRNAs em Saccharum spp. 
Para a identificação dos microRNAs conhecidos, foi utilizado o programa mirDeep-P (YANG; 
LI, 2011), derivado de adaptações da plataforma mirDeep. O mirDeep possui um modelo 
probabilístico relacionado à biogênese de miRNAs em animais para pontuar a compatibilidade da 
posição e frequência dos nucleotídeos nas sequências de transcritos de pequenos RNAs 
(FRIEDLÄNDER et al., 2008). Por sua vez, o miRDeep-P possui duas diferenças importantes no 
esquema de pontuação para a identificação de microRNAs em plantas: (1) os pré-miRNAse de 
plantas são maiores e possuem grande variabilidade de tamanhos e (2) mais miRNAs em plantas 
pertencem a famílias parálogas, com múltiplos membros de microRNAs quase idênticos (YANG; LI, 
2011). O genoma referência utilizado nesta etapa foi o do Sorghum bicolor (PATERSON et al., 2009; 
WANG et al., 2010). 
O programa miRDeep-P utiliza uma combinação de algoritmos que inclui o RNAfold – Vienna 
RNA Package – para a predição das estruturas secundárias dos prováveis miRNAs (HOFACKER; 
STADLER, 2006). Essa ferramenta analisa parâmetros particulares dos hairpins característicos do pré-
miRNAs: capacidade de dobramento em uma estrutura secundária em forma de grampo (stem-loop); 
posição do microRNA-5p no braço 5’ do precursor (permitindo um mismatch característico com sua 
contraparte, o microRNA-3p); análise da energia livre mínima de dobramento (MFE – minimum free 





Figura 2. Esquema da pontuação utilizada pelo miRDeep. (A) O algoritmo base do miRDeep é 
baseado no modelo da biogênese do miRNA, em que os produtos de pequenos RNAs 
derivados de um precursor de miRNA são considerados por terem certas probabilidades de 
serem sequenciados. Esse modelo é utilizado para distinguir um precursor de miRNA de um 
locus genômico com potencial para formar um RNA hairpin. Os pequenos RNAs mapeados 
estão destacados em linhas grossas. (B) Diagrama ilustrando a seleção de regiões genômicas 
ao redor do alinhamento de reads de pequenos RNAs com o qual se calcula a estrutura 
secundária do RNA. O valor ótimo de N, que se refere ao tamanho do precursor, é adaptado 
para sistemas de plantas (250 pb). Fonte: YANG, ZHANG e LI, (2011). 
Os microRNAs maduros, bem como os respectivos precursores, foram comparados com o 
banco de dados público miRBase (KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES, 2011, 2014), para a identificação e 
anotação de seus nomes e famílias a que pertencem em Saccharum spp.  
Uma vez anotados, os miRNAs expressos em cana-de-açúcar passaram por normalização da 
expressão em unidade de transcrito por milhão (TPM), referente ao tamanho de cada biblioteca 
sequenciada. Utilizando o índice de AUDIC & CLAVERIE (1997), foi adotado um p-value < 0,05 para as 
comparações dos dados de expressão normalizados em TPM dos miRNAs, entre os regimes controle 
e sequeiro de cada cultivar. A partir de tal análise, foi possível identificar os miRNAs diferencialmente 






4.6. Predição dos genes alvo 
 
A predição de alvos para os miRNAs identificados foi realizada utilizando-se o psRNATarget 
(DAI; ZHAO, 2011). Esse servidor de análises de sRNAs em plantas apresenta duas análises funcionais 
importantes, que são a complementaridade reversa apropriada entre o miRNA e seu transcrito alvo e 
a avaliação da acessibilidade do sítio alvo pelo cálculo da energia de disjunção (UPE – unpaired 
energy) requerida para abrir a estrutura secundária no sítio alvo do miRNA no mRNA. De acordo com 
os desenvolvedores do programa (DAI e ZHAO (2011), o psRNATarget incorpora recentes 
descobertas de reconhecimento de alvos de miRNAs em plantas, como, por exemplo, a distinção 
entre processos de inibição pós-transcricional (clivagem) e repressão da tradução, o que enriquece 
os resultados de predição para cada miRNA. 
 
 
4.7. RT-qPCR dos microRNAs e genes alvo 
Para a análise de expressão dos microRNAs e alvos foi utilizado o método de PCR em tempo 
real (qPCR) proposto por CHEN e colaboradores, em 2005, que inclui apenas dois passos: a reação de 
Transcriptase reversa (RT) stem-loop, seguida de qPCR (Figura 3).  
A técnica apresenta grandes vantagens, sendo que na mesma reação de RT stem-loop utiliza-
se todos os primers-RT específicos a cada miRNA que se deseja obter dados de expressão, em 
conjunto com o primer Oligo (dT), utilizado para reproduzir cópias de cDNA dos mRNAs presentes na 
amostra, pela hibridação nas caudas poli-A. Outro benefício reside na reação de qPCR, em que se 
utiliza apenas um primer reverse universal para todos os miRNAs e um primer forward com 





Figura 3. Descrição esquemática da stem-loop RT-PCR. Passo 1: os primers RT ligam-se à 
porção 3’ da molécula de miRNAs, que são transcritos reversamente pela Transcriptase 
Reversa. Passo 2: os produtos da reação anterior são quantificados utilizando-se reação 
convencional de PCR em tempo real, que inclui primer forward específico e primer reverse 
universal. O propósito da cauda 5’ no primer forward é de aumentar a temperatura de 
melting (Tm), a depender da sequência da molécula de miRNA. 
 
A reação de transcrição reversa foi realizada conforme descrito por VARKONYI-GASIC et al. 
(2007): cada reação continha 2,5 µg de RNA total livre de DNA, 1 µL de cada um dos primers RT (10 
µM), 1 µL do primer Oligo (dT)12-18 (50 µM) e 1 µL dNTPs mix (10 µM). A reação foi incubada por 10 
minutos a 65ºC, seguido de 2 minutos no gelo e , após, foram adicionados 5X First Strand Buffer, 
DTT, RNAseOut e enzima Superscript III (Life Technologies, EUA). Essa reação foi incubada no 
termociclador VerityTM (Life Technologies, EUA) por 30 minutos a 16ºC, seguidos por 60 ciclos de 
30ºC por 30 segundos, 42ºC por 30 segundos e 50ºC por 1 segundo. Finalmente, a reação foi 
mantida por 5 minutos a 85ºC para a inativação da enzima.  
Os cDNAs resultantes foram utilizados para realizar PCR em tempo real para analisar a 
expressão dos miRNAs de cana-de-açúcar. As reações foram feitas utilizando SYBRGreen PCR Master 
Mix (Life Technologies, EUA) no equipamento 7500 Real Time PCR System (Life Technologies, USA), 
segundo as especificações de VARKONYI-GASIC et al. (2007). Cada reação de PCR de 18 µL incluiu: 2 
µL de cDNA, 10 µL SYBRGreen Master Mix (1X), 1 µL do primer forward específico (10 µM), 1 µL do 
primer reverso universal (10 µM) (Tabela 1) e água. O gene da poliubiquitina foi utilizado como 
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controle endógeno das amostras (Tabela 1). As reações foram feitas por incubação inicial a 95ºC por 
10 minutos, seguidas por 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60º por 1 minuto. Todas as reações 
foram amplificadas em triplicata técnica e com quatro réplicas biológicas. As análises dos dados de 
PCR em tempo real foram feitas considerando as eficiências de reação para calcular o fold-change do 
miRNA e utilizando o sistema disponível na online QPCR (PABINGER et al., 2009). A Tabela 2 mostra a 
relação de primers utilizados nesta etapa. 
Tabela 2. Relação dos primers utilizados nas reações de transcrição reversa e PCR em tempo real 
dos miRNAs diferencialmente expressos sob seca, em plantas de cana-de-açúcar cultivadas em 
campo por 11 meses. Nt: número de nucleotídeos do miRNA maduro. PUB: primers do gene da 
poliubiquitina, utilizado como normalizador endógeno. O número de cada primer corresponde ao 
nome do miRNA em cana-de-açúcar no miRBase. Ex.: 164-loopRT corresponde ao primer stem-loop 
para a reação de RT do microRNA ssp-miR164. 
Nome do primer Sequência (5’ – 3’) nt 
Tm 
(°C) 
164-loopRT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCACG 50 99 
164-forward GCGTGGAGAAGCAGGGCA 18 61 
171-loopRT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTTAGC 50 99 
171-forward TGTGGTATTGTTCCGGCTATG 22 57,5 
393-loopRT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACATCAAT 50 99 
393-forward GGCTCCAAAGGGATCGCATTGAT 23 59,9 
528-loopRT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCTCCTC 50 99 
528-forward CGTGGAAGGGGCATGCA 17 59 
Universal reverse GTGCAGGGTCCGAGGT 16 58,4 
PUB-FW CCGGTCCTTTAAACCAACTCAGT 23 57 
PUB-RV CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG 22 57,3 
 
 
4.8. MicroRNAs artificiais (amiRNAs) e construções de silenciamento 
As construções de microRNAs artificiais (amiRNAs) foram obtidas a partir de reações de PCR 
sobre o vetor pNW55 (Figura 4), que possui em seu backbone um precursor do os-MIR528. Para a 
substituição da sequência do os-MIR528 na sequência do amiRNA desejado, quatro primers foram 
desenhados para cada miRNA a ser silenciado (ssp-miR164, ssp-miR171 seq2, ssp-miR393 e ssp-




Figura 4. Mapa e características do vetor pNW55. Inserto: osa-MIR528 de 260 pb; vetor de 
expressão e inativação de genes em plantas; resistência bacteriana à ampicilina; crescimento 
em cepas DH5alfa à 37°C. Fonte: WARTHMANN et al., 2008. 
Uma vez que o os-MIR528 está na fita forward, o primer I contém o amiRNA na orientação 
sense, o primer II é seu reverso complementar, o primer III contém a sequência do amiRNA* e o 
primer IV contém a sequência do amiRNA* na orientação antisense. Além dos quatro primers, 
utilizaram-se primers universais forward e reverse, respectivamente G-4368 e G-4369, propostos 
pela técnica. Para cada construção de amiRNA, quatro PCRs foram conduzidas: três PCRs de 




Figura 5. Esquematização das reações de PCR para a obtenção de amiRNAs a partir do vetor 
pNW55. a) as sequências originais do osa-MIR528 e seu complementar osa-MIR528*no pNW55 
(verde) serão substituídas pelas sequências artificiais (vermelho) durante as primeiras PCRs de 
modificação. As sequências no pNW55 complementares aos primers são indicadas em amarelo e os 
sítios de múltipla clonagem em azul. b) as 3 PCRs sobre o pNW55 como molde (G-4368 + II, I + IV, III 
+ G-4369) resultam em 3 fragmentos de DNA. c) PCR de fusão sobre os 3 produtos de PCR da etapa 
anterior com os primers G-4368 + G-4369 resulta em um único fragmento de DNA para subsequente 
clonagem. Fonte: WARTHMANN et al., 2008. 
 
Através da utilização da ferramenta Blast (Basic Local Alignment Search Tool), na plataforma 
Web MicroRNA Designer (WMD3), foi possível verificar se o amiRNA desejado não possui outros 
alvos além do microRNA a ser silenciado.  
Denominadas de amiRNA164, amiRNA171, amiRNA393 e amiRNA528, as construções de 
microRNAs artificiais foram clonadas em vetor de entrada de sistema Gateway pENTR™/D-TOPO, 
segundo as instruções do fabricante (Invitrogen). As colônias de bactérias (DH5alpha) que cresceram 
em meio sólido contendo o antibiótico canamicina foram pré-inoculadas em meio LB líquido, para 
posteriores procedimentos de mini preparação bacteriana, seguida de digestão dos insertos. Os 
eventos que mostraram padrões de digestão esperados para a confirmação da presença do amiRNA 
no vetor de entrada foram enviados para sequenciamento (Macrogen, Coréia do Sul). 
Após verificação das sequências de amiRNAs no vetor de entrada pENTR™/D-TOPO, realizou-
se um esquema de múltipla clonagem, utilizando-se os vetores de sistema gateway pEN-L4-BdUBI10-
R1 e pHb7m24GW, em que pEN-L4-BdUBI10-R1 (Figura 6) caracteriza-se por ser um vetor de entrada 
possuindo o promotor ubiquitina (UBI) de Brachypodium distachyon e pHb7m24GW (Figura 7) como 




Figura 6. Mapa e características do vetor pEn-L4-BdUBI10-R1. Vetor de entrada com 
promotor UBI de Brachypodium distachyon, para expressão em monocotiledôneas em sistema 






Figura 7. Mapa e características do vetor pHb7m24GW. Vetor binário de destino para 
expressão em plantas em sistema de clonagem múltipla; resistência bacteriana à 
espectinomicina; marcador seletivo higromicina. Fonte: (KARIMI et al., 2007a, 2013). 
 
 A Figura 8 mostra como funciona o esquema de clonagem múltipla, evidenciando os sítios de 
recombinação, marcadores seletivos e promotores. As colônias de bactérias (DH5alpha para 
clonagens com E. coli e EHA105 para clonagens com A. tumefaciens) que cresceram em meio sólido 
contendo o antibiótico espectinomicina foram pré-inoculadas em meio LB líquido, para posteriores 
procedimentos de mini preparação bacteriana, seguido digestão dos insertos. Os eventos que 
mostraram padrões de digestão esperados para a confirmação da presença das construções de 
silenciamento (promotor ubiquitina, seguido pelo amiRNA) no vetor de destino foram enviados para 




Figura 8. Sistema gateway de clonagem múltipla. Vetores de entrada pENTR™/D-TOPO 
(A) e pEN-L4-BdUBI10-R1 (B) contendo o gene de interesse (GOI) e promotor de 
interesse (BdUBI), respectivamente, e vetor de destino pHb7m24GW (C). Fonte: (KARIMI 
et al., 2007a, 2013) 
 
4.9. Transformação genética de Setaria viridis  
 
Esta etapa do projeto foi realizada no Laboratório de Genética Molecular Vegetal (LGMV), 
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), em colaboração com a equipe liderada pelo Prof. 
Dr. Marcio Alves Ferreira.  
Foi utilizado o protocolo de transformação genética da planta modelo Setaria viridis, 
publicado por BRUTNELL e colaboradores (2010). A técnica desenvolvida por Joyce Van Eck e Kerry 
Swarthwood, no Instituto de Pesquisa Vegetal Boyce Thompson, envolve inserção do transgene via 
Agrobacterium tumefaciens. O protocolo completo e adaptado pela equipe do LGMV e todos os 
meios utilizados no processo de transformação encontra-se no Anexo I desta tese. As principais 
alterações no protocolo referem-se à cepa de A. tumefaciens utilizada, de AGL1 para EHA105 – que 
são muito semelhantes, porém EHA105 não contém o gene de virulência VirG inserido no seu 
genoma e não tem resistência à carbenicilina (facilita a eliminação das agrobactérias dos calos após a 
infecção) (LEE; GELVIN, 2008); o tempo de incubação em solução de agrobactérias passou de 5 
minutos para 20 minutos; o co-cultivo de três dias após a inoculação com agrobactérias era feito em 
papel filtro estéril e passou a ser realizado em meio de indução de calos, contendo acetoseringona. 
Todas as alterações realizadas pela equipe do LGMV (UFRJ) foram realizadas sob o acompanhamento 
da pesquisadora Joyce Van Eck. 
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Figura 9. Linha do tempo do processo de transformação genética de Setaria viridis 
via Agrobacterium tumefaciens. Fonte: Joyce Van Eck e Kerry Swarthwood – 
Instituto de Pesquisa Vegetal Boyce Thompson da Universidade de Cornell (EUA). 
A Figura 9 mostra o tempo necessário para completar o processo de transformação de 
Setaria viridis, mediado por A. tumefaciens, desde a indução de calos a partir de sementes postas em 
meio de indução apropriado, até a colheita de sementes da primeira geração de transformantes (T0), 











5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. Análises fisiológicas das plantas 
As análises fisiológicas em plantas de cana-de-açúcar aos onze meses após o plantio 
realizadas pela equipe da UFAL, liderada pelo prof. Dr. Laurício Endres, mostraram que essas 
estavam, de fato, estressadas pela falta de irrigação em condições de campo.  
As trocas gasosas são parâmetros frequentemente avaliados para determinar o estado em 
que a planta se encontra. O déficit hídrico afetou negativamente a condutância estomática (gs), a 
fotossíntese (A) e a transpiração (E) das plantas nos cultivares RB855536, RB867515 e RB92579. O 
cultivar RB72454 não teve alteração significativa para nenhum desses índices (Figura 10). 
 
Figura 10. Medidas de trocas gasosas aferidas aos onze meses de idade após o plantio em plantas de cana-
de-açúcar, nos regimes irrigado e sequeiro, em condições de campo. (A) Condutância estomática, (B) 
Fotossíntese e (C) Transpiração. Médias sobrepostas de * diferem entre os regimes hídricos em cada cultivar 
pelo teste Tukey (P<0,05).  
Os resultados mostram que uma das primeiras respostas das plantas de cana-de-açúcar à 
seca é o fechamento estomático (Figura 10-A), de forma a minimizar a perda de água (Figura 10-C) e 
consequente redução na taxa de fotossíntese líquida (Figura 10-B). De acordo com LARCHER (2004), 
o fechamento estomático temporário é uma medida conservativa que visa reduzir a transpiração, 
aumentando a conservação da água disponível. O cultivar RB867515 (considerado como o mais 
tolerante à seca) teve menor redução na taxa de fotossíntese, mostrando que tal variedade pode se 
adaptar a condições hídricas adversas. Segundo o relatório da equipe da UFAL, foi observada uma 
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redução de 72,2% na taxa transpiratória em plantas do cultivar RB855536 e redução de 56,1% nas 
plantas do cultivar RB92579. Esses resultados são condizentes com a expectativa para cada cultivar, 
em que RB855536 é considerado menos tolerante à seca em relação a RB92579. 
O fechamento dos estômatos é um dos mais proeminentes efeitos em relação a vários 
estresses, que leva à diminuição das concentrações de CO2 intercelular o que, por sua vez, causa a 
desativação da Rubisco (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase oxigenase), bem como de outras enzimas 
relacionadas à fotossíntese (ASHRAF; HARRIS, 2013; LARCHER, 2004; TAIZ; ZEIGER; MØLLER, 2015). 
MARQUES DA SILVA e ARRABICA (1995) documentaram a redução dessa enzima em plantas de 
Setaria sphacelota sob o estresse da seca, enquanto DU e colaboradores (1998) observaram a 
redução da atividade das enzimas PEPC (fosfoenolpiruvato carboxilase), NADP-ME (enzima málica 
dependente de NADP+), FBPBase (frutose-1,6-bifosfatase) e PPDK (piruvato ortofosfato diquinase) 
em plantas de cana-de-açúcar expostas ao estresse hídrico. Esses autores concluíram que sob 
estresse hídrico médio a diminuição da fotossíntese é causada pelo fechamento estomatal, enquanto 
que sob estresse hídrico severo a maioria dos níveis dos metabólitos e da atividade das enzimas 
envolvidas na biossíntese de sacarose e amido diminui significativamente. 
Em trabalho analisando as mudanças na assimilação de CO2, transpiração e resistência 
estomatal em diferentes cultivares de trigo sob condições de seca em plantio de campo, YORDANOV 
e colaboradores (2001) reportaram que, sob estresse hídrico severo, a captação de CO2 não depende 
somente das taxas de transpiração e condutância estomática. Segundo os pesquisadores, sob tais 
condições os fatores não-estomatais, como a capacidade do cloroplasto em fixar CO2, limitaram em 
grande parte a taxa fotossintética nas plantas analisadas. É importante enfatizar que a inibição da 
fotossíntese pela seca é um fenômeno complexo, uma vez que pode ser causada por diferentes 
limitações, em que o fechamento estomático e a transpiração são apenas uma parte delas. 
Outras medidas consideradas como indicativos do desenvolvimento das plantas em 
condições de irrigação ou déficit hídrico foram realizadas nas plantas de cana-de-açúcar com onze 
meses após o plantio, são elas o número de folhas expandidas (NFE) e o número de folhas verdes por 
planta (NFV) (Figura 11). Os quatro cultivares sofreram diminuições significativas para esses dois 
parâmetros, inferindo que a seca prejudicou o crescimento das plantas de cana-de-açúcar crescidas 





Figura 11. Medidas de crescimento aferidas aos onze meses após o plantio em plantas de 
cana-de-açúcar, nos regimes irrigado e sequeiro, em condições de campo. (A) Número de 
folhas expandidas (NFE) e (B) Número de folhas verdes por planta (NFV). Médias 
sobrepostas de * diferem entre os regimes hídricos em cada cultivar pelo teste Tukey 
(P<0,05).  
 
Essas diminuições podem ser atribuídas à senescência foliar, que é responsiva ao déficit 
hídrico e ocorre após a redução no surgimento de folhas, como uma estratégia das plantas para 
diminuir a superfície transpirante e o gasto metabólico para a manutenção dos tecidos (INMAN-
BAMBER; SMITH, 2005; SMIT; SINGELS, 2006). Tais parâmetros podem ser utilizados como 
indicadores do efeito do déficit hídrico em cana-de-açúcar, uma vez que a senescência foliar e a 
paralisação do surgimento de folhas ocorreram em resposta à seca (INMAN-BAMBER, 2004).  
Analisando a resposta da parte aérea de plantas de cana-de-açúcar sob a seca, SMIT e 
SINGELS (2006) verificaram que a senescência foliar respondeu diretamente ao aumento da 
severidade do déficit hídrico, chegando a 220% em estresse mais severo. Nesse mesmo trabalho, 
também verificaram que o surgimento de folhas caiu em 96% e a senescência da parte aérea 
aumentou em 113% em um dos cultivares estudados.  
A produtividade dos diferentes cultivares de cana-de-açúcar analisadas neste projeto foi 
influenciada negativamente em função do estresse hídrico no plantio de inverno (Figura 12). Todas 
os cultivares apresentaram redução em função do déficit hídrico, destacando-se o cultivar RB92579 
(mais tolerante à seca) com menor percentual de redução (23,2%), enquanto RB72454 (menos 
tolerante à seca) apresentou o maior percentual de redução (50%). Sob a seca o cultivar RB92579 
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apresentou a maior produtividade (98,2 t ha-1), enquanto RB72454 mostrou-se, novamente, mais 
sensível com produtividade média de 54,3 t ha-1. Em regime irrigado os cultivares RB92579 e 
RB867515 apresentaram os maiores valores de produtividade 127,9 e 125,7 t ha-1, respectivamente.  
  
 
Ainda, segundo o relatório da equipe da UFAL, de maneira geral, o estresse hídrico não 
alterou os valores de BRIX (sólidos solúveis totais), pureza, fibra, porcentagem de sacarose (POL), 
açúcares redutores totais (ART) e açúcar total recuperável (ART) nos cultivares de cana-de-açúcar aos 
quinze meses após o plantio. Isso pode indicar que esses parâmetros não sejam indicados para a 
seleção de cultivares tolerantes ao estresse hídrico. 
Desta forma, tem-se que o cultivar RB95579 é capaz de utilizar mecanismos de tolerância à 
seca, uma vez que apresentou reduções significativas para os índices fisiológicos de trocas gasosas 
(Figura 10) e de desenvolvimento (Figura 11) para evitar o estresse e, mesmo assim, obteve alta 
produtividade em regime sequeiro. A seca não afetou significativamente as medidas de trocas 
gasosas (Figura 10) do cultivar RB72454, provavelmente indicando que essas plantas não 
responderam imediatamente à seca, o que pode ter causado posteriores danos ao sistema 
fotossintético, uma vez que a produtividade deste cultivar teve a maior queda, atingindo 50% de 
redução (Figura 12). 
A disponibilidade hídrica é o principal fator limitante ao desenvolvimento e manutenção das 
plantas de cana-de-açúcar afetando em grande escala a produtividade dessa cultura. A seca consiste 
em um estresse complexo, envolvendo respostas imediatas que partem do fechamento estomático e 
consequente perturbação nas taxas de transpiração e de fotossíntese nas plantas e, também, 
eventos posteriores que prejudicam a atividade de enzimas principalmente relacionadas à 
fotossíntese, acarretando mudanças estruturais nas plantas, como a senescência foliar e anatomia 
Figura 12. Produtividade de variedades de cana-de-açúcar aos 
quinze meses após o plantio, submetidas a dois regimes hídricos 
(irrigado e sequeiro), em condições de campo no município de 
Campo Alegre – AL. Médias sobrepostas de * diferem entre os 
regimes hídricos em cada variedade pelo teste Tukey (P<0,05).  
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da parte aérea  (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005). Faz-se, portanto, necessária a busca pelo 
desenvolvimento de cultivares capazes de tolerar a seca e consigam manter alta produtividade 
diante desse complexo estresse. 
 
5.2. Avaliação do microtranscritoma utilizando sequenciamento em larga escala 
Um total de 154 milhões de transcritos foi obtido com bibliotecas contendo de 15 a 22 milhões 
de transcritos (Tabela 3). Todos os transcritos obtidos pelo sequenciamento foram alinhados contra 
os bancos de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Rfam (http://rfam.sanger.ac.uk/), a 
fim de separar os transcritos em categorias (Tabela 3).  
Tabela 3. Dados de sequenciamento de pequenos RNAs a partir de amostras de folhas de cana-de-açúcar 
de 11 meses em regime irrigado e sequeiro. * Número total de transcritos de cada biblioteca sequenciada. 
rRNA: RNA ribossomal; snRNA: pequeno RNA nuclear; snoRNA: pequeno RNA nucleolar; tRNA: RNA 
transportador; sRNAs: pequenos RNAs. 
Categoria 

















Éxon reverso 20416 0,31 131934 0,60 17963 0,32 121993 0,69 
Éxons direto 87613 1,33 764161 3,46 74207 1,30 569522 3,24 
Íntron reverso 33315 0,51 115270 0,52 29898 0,53 98702 0,56 
Íntrons direto 66957 1,02 404961 1,83 60770 1,07 341146 1,94 
microRNA 616 0,01 3702461 16,76 552 0,01 3173964 18,05 
rRNA 65817 1,00 1036824 4,69 58865 1,03 775345 4,41 
snRNA 3924 0,06 17385 0,08 3273 0,06 10971 0,06 
snoRNA 2377 0,04 8208 0,04 1872 0,03 4678 0,03 
tRNA 13953 0,21 1475541 6,68 12266 0,22 591777 3,37 
Não nomeados 6287410 95,52 14439840 65,35 5428242 95,43 11892892 67,65 
Total sRNAs 6582398 100,00 22096585* 100,00 5687908 100,00 17580990* 100,00 
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Éxon reverso 20214 0,34 127114 0,73 25319 0,35 242355 1,10 
Éxons direto 71229 1,21 489344 2,81 76770 1,05 439937 2,00 
Íntron reverso 29057 0,49 102143 0,59 38265 0,53 142610 0,65 
Íntrons direto 60264 1,02 353614 2,03 74883 1,03 463527 2,11 
microRNA 563 0,01 2857382 16,40 592 0,01 3566657 16,24 
rRNA 55410 0,94 689750 3,96 52306 0,72 601807 2,74 
snRNA 3305 0,06 10707 0,06 3342 0,05 10225 0,05 
snoRNA 1960 0,03 5152 0,03 2340 0,03 6397 0,03 
tRNA 11961 0,20 718180 4,12 11695 0,16 681853 3,11 
Não nomeados 5656318 95,70 12071541 69,28 6994016 96,08 15800246 71,96 






















Éxon reverso 20899 0,34 159424 0,77 17309 0,41 215172 1,43 
Éxons direto 66315 1,09 406453 1,97 56617 1,35 351842 2,34 
Íntron reverso 32264 1,04 111992 0,54 24508 0,58 86908 0,58 
Íntrons direto 63682 1,04 376175 1,83 50815 1,21 303939 2,02 
microRNA 646 0,01 3428744 16,65 574 0,01 3028472 20,11 
rRNA 53124 0,87 603588 2,93 46681 1,11 489937 3,25 
snRNA 3210 0,05 10545 0,05 2437 0,06 6946 0,05 
snoRNA 2348 0,04 8635 0,04 1637 0,04 4279 0,03 
tRNA 12541 0,21 1765474 8,57 10204 0,24 606293 4,03 
Não nomeados 5841697 95,82 13726801 66,64 3993416 94,99 9963572 66,17 
Total sRNAs 6096726 100,52 20597831* 100,00 4204198 100,00 15057360* 100,00 
 
Categoria 

















Éxon reverso 19467 0,34 120316 0,66 24509 0,34 150184 0,69 
Éxons direto 70893 1,24 548601 2,99 79540 1,10 398730 1,83 
Íntron reverso 28787 0,50 98177 0,54 36256 0,50 126146 0,58 
Íntrons direto 58802 1,03 353551 1,93 70076 0,97 401150 1,85 
microRNA 595 0,01 3187672 17,38 577 0,01 3551461 16,34 
rRNA 57576 1,01 790051 4,31 49513 0,69 537697 2,47 
snRNA 3126 0,05 10303 0,06 3562 0,05 16681 0,08 
snoRNA 1932 0,03 5222 0,03 2687 0,04 7705 0,04 
tRNA 12446 0,22 681916 3,72 11722 0,16 660511 3,04 
Não nomeados 5468748 95,57 12549403 68,41 6942456 96,14 15880316 73,08 
Total sRNAs 5722372 100,00 18345212* 100,00 7220898 100,00 21730581* 100,00 
 
 As bibliotecas de pequenos RNAs são representadas por uma complexa mistura de vários 
tipos de moléculas, como listado na Tabela 3. Uma vez que alguns sRNAs derivados de outros RNAs  
dividem algumas características com os miRNAs, como altas abundância e representação nas 
bibliotecas, é importante marcá-los para que possam ser removidos nas análises posteriores 
(CHAPMAN; CARRINGTON, 2007; DE FELIPPES; WEIGEL, 2010). 
A distribuição por tamanho do resultado do sequenciamento dos sRNAs está apresentada na 
Figura 13. Considerando o número total de reads, a maioria dos transcritos possui tamanhos de 21 e 
24 nucleotídeos (nt); estes dois picos de frequência indicam a predominância de microRNAs e siRNAs 
nas bibliotecas, respectivamente. Além disso, pôde-se verificar uma diferença na quantidade destes 





Figura 13. Distribuição por tamanho de todos os reads obtidos no sequenciamento de pequenos RNAs 
(sRNA) em quatro cultivares de cana-de-açúcar em regime irrigado e sequeiro. Os cultivares RB867515, 
RB855536, RB92579 e RB72454 foram cultivados em campo por 11 meses em regime irrigados (controle) ou 
sequeiro (estressado). 
 
PAOLI e colaboradores (2014) analisaram sequenciamentos de mais de 30 espécies vegetais, 
compreendendo algas, espécies modelo e não-modelo, com amostras de 99 tecidos ou tratamentos 
diferentes, resultando em um conjunto de dados superior a 132 milhões de sequências distintas de 
pequenos RNAs. Um dos resultados desse estudo sobre conservação e divergências dos miRNAs 
entre as espécies através da evolução, os pesquisadores reportaram um padrão consistente de 
prevalência das duas classes de sRNAs (21 e 24 nt) entre as angiospermas. O mesmo padrão foi 
documentado em estudos com plantas modelo como Medicago truncatula (WANG et al., 2011) e Zea 
mays (THIEBAUT et al., 2014a), bem como em estudos com Saccharum spp. (CARNAVALE BOTTINO et 
al., 2013; FERREIRA et al., 2012; GENTILE et al., 2013; THIEBAUT et al., 2012, 2014b).  
Sobre a classe de transcritos contendo 21 nt foi realizada uma análise da composição da 
primeira base na extremidade 5’, das oito bibliotecas sequenciadas (quatro cultivares e dois 
tratamentos) de plantas de cana-de-açúcar com 11 meses. Esta simples observação é um importante 
indicativo do tipo de enzima Argonauta (AGO) que irá recrutar o sRNA ao complexo silenciador 
(RISC), para os posteriores processos de silenciamento (VOINNET, 2009). As diferentes enzimas AGO 
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possuem preferências pela natureza da base na extremidade 5’ na fita de um sRNA. E, uma vez 
identificado, o tipo de AGO irá inferir a qual classe de sRNA pertence o grupo de transcritos analisado 
(MI et al., 2008; TAKEDA et al., 2008). Um total de 87% dos reads com 21 nt resultantes do 
sequenciamento apresentaram a primeira base da extremidade 5’ composta por uracila (U) (Figura 
14).  
 
Figura 14. Composição dos nucleotídeos na primeira base da extremidade 5’ de todas os 
reads de 21 nt do sequenciamento de oito bibliotecas de sRNAs de folha de cana-de-açúcar 
com 11 meses, crescidas em campo em regimes de irrigação ou sequeiro.  Bibliotecas: T1I = 
plantas de RB867515 com irrigação; T1S = plantas de RB867515 em regime sequeiro; S1I = 
plantas de RB855536 com irrigação; S1S = plantas de RB855536 em regime sequeiro; T2I = 
plantas de RB92579 com irrigação; T2S = plantas de RB92579 em regime sequeiro; S2I = 
plantas de RB72454 com irrigação; S2S = plantas de RB72454 em regime sequeiro.  
 
Dentre as numerosas enzimas AGO em plantas – dez foram reportadas em Arabidopsis por MI 
e colaboradores (2008). AGO1 preferencialmente associa-se a RNAs de 21 nt contendo uma U na 
extremidade 5’, resultando nas consequentes atividades de silenciamento pós-transcricional (MI et 
al., 2008; TAKEDA et al., 2008). Dessa forma, a análise da natureza dos nucleotídeos da extremidade 
5’ dos transcritos de 21 nt (Figura 14) permitiu a identificação da classe dos microRNAs para 
amostras de folhas de cana-de-açúcar com 11 meses em campo sob irrigação ou sequeiro. Não 
houve alteração significativa na com posição da primeira base dos transcritos de 21 nt nas 
comparações entre os quatro cultivares ou entre os regimes irrigado (controle) e sequeiro 
(estressado). Resultados semelhantes foram observados em outros estudos com a identificação de 




5.3. Identificação de microRNAs expressos em folhas de Saccharum spp.  
A ferramenta miRDeep-P foi utilizada para a determinação dos transcritos (20-24 nt) a serem 
considerados como candidatos a miRNAs novos e conhecidos em cana-de-açúcar (FRIEDLÄNDER et 
al., 2008; YANG; LI, 2011). O genoma referência utilizado nesta etapa foi o do sorgo (PATERSON et 
al., 2009; WANG et al., 2010), uma vez que o genoma da cana ainda não está completamente 
sequenciado e disponível.  
A partir da identificação das sequências que apresentaram pontuação para serem admitidos 
como prováveis precursores de miRNAs, fez-se uma busca no banco de dados do miRBase pelos 
miRNAs conhecidos em Saccharum spp. Essa etapa permitiu a identificação de 29 miRNAs já 
descritos, pertencentes a 19 famílias em plantas de cana-de-açúcar cultivadas em campo por 11 
meses em regime irrigado e sequeiro (Tabela 4).  
Tabela 4. MicroRNAs conhecidos identificados em plantas de cana-de-açúcar com 11 meses 
em condições de campo. O nome de cada miRNA foi baseado no primeiro hit de resultado 
dos alinhamentos no miRBase. 









gma-miR156k UUGACAGAAGAGAGUGAGCAC 21 
sbi-miR156e UGACAGAAGAGAGCGAGCAC 20 
far-miR160 miR160 UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA 21 
bdi-miR164c miR164 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCU 21 
hvu-miR166a miR166 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 21 
bdi-miR167d miR167 UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUGA 22 








sbi-miR172e GCAGCAUCAUCAAGAUUCACA 21 
sbi-miR393a miR393 CUCCAAAGGGAUCGCAUUGAU 21 




zma-miR395j-5p AGUUCCCUUCAAGCACUUCACA 22 
zma-miR395o-5p GUUCUCUGCAAGCACUUCACA 21 




sbi-miR396d UCCACAGGCUUUCUUGAACUG 21 




zma_miR399c-5p GGGUACAUCUCCUUUGGCACA 21 
zma-miR399j-3p UGCCAAAGGAGAGUUGCCCUG 21 
ssp-miR528 miR528 UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG 21 
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bdi-miR1878 miR1878 AUUUGUAGUGUUCAGAUUGAGUUU 24 
sbi-miR6223-5p miR6223 CUUGGGAGGAGCAUGCUAGAA 21 
sbi-miR6230-5p miR6230 AAGUUUAGGGACCGGGAUGAC 21 
sbi-miR5564c-5p miR5564 UGCAGCUGUUCGACGAAUUGC 21 
 
Os precursores identificados pelo miRDeep-P passaram pelo esquema de pontuação aplicado 
pelo programa. Tal análise de estabilidade da estrutura dessas sequências pontuou o tamanho dos 
precursores, a capacidade de dobramento em forma de grampo, a posição do miRNA maduro no 
braço 5’ do precursor com mismatch característico contra seu complementar miRNA* e a energia 
livre mínima para formar a alça das estruturas secundárias (FRIEDLÄNDER et al., 2008; YANG; LI, 
2011). A Figura 15 mostra a predição das estruturas secundárias de quatro miRNAs (ssp-miR164, ssp-
miR171-seq 2, ssp-miR393 e ssp-miR528), bem como a probabilidade de dobramento com o cálculo 





Com exceção dos miRNAs pertencentes às famílias miR1878, miR6223, miR6230 e miR5564, 
todos os outros (Tabela 4) foram identificados em outros estudos com a análise do 
microtranscritoma de cana-de-açúcar (ORTIZ-MOREA et al., 2013; THIEBAUT et al., 2012; ZANCA et 
al., 2010) e em trabalhos relacionando-os com o estresse hídrico (CARNAVALE BOTTINO et al., 2013; 
FERREIRA et al., 2012; GENTILE et al., 2013; THIEBAUT et al., 2014b). Os miRNAs identificados 
somente nesse projeto –  bdi-miR1878, sbi-miR6223-5p, sbi-miR6230-5p e sbi-miR5564c-5p – podem 
estar relacionados ao tempo de desenvolvimento das plantas (11 meses), tecido (folha), cultivares 
(RB92579 e RB72454) e suas condições de cultivo (campo com e sem irrigação), dentre inúmeras 
variáveis que causam alteração na expressão dos miRNAs nas plantas (COVARRUBIAS; REYES, 2010; 




Figura 15. Predição das estruturas 
secundárias dos precursores de quatro 
miRNAs identificados em cana-de-
açúcar. As sequências dos precursores 
foram obtidas no programa MirDeep-P 
(FRIEDLÄNDER et al., 2008; YANG; LI, 
2011). O cálculo da energia mínima livre 
(MFE) para o dobramento do precursor 
em uma estrutura em hairpin foi 
calculado no servidor Vienna, utilizando 
a ferramenta RNAfold (HOFACKER, 
2003). Os esquemas apresentados 
representam as probabilidades de 
pareamento estre os pares de bases, 
segundo o cálculo da MFE. A cor 
vermelha significa maior probabilidade 
de pareamento e azul significa menor. 
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CUPERUS, FAHLGREN e CARRINGTON (2011), analisaram a evolução e diversificação funcional 
dos genes MIRNA e concluíram que os dados de sequenciamento de última geração têm sido 
particularmente informativos, mostrando que a maioria dos microRNAs são linhagem-específicos ou 
espécie-específicos. Em uma visão geral, os pesquisadores fundamentam que famílias MIRNA muito 
conservadas são componentes integrais das redes de regulação funcionais que orquestram o 
desenvolvimento, respostas nutricionais e respostas a estresses da planta. Alternativamente, 
miRNAs jovens podem atuar em padrões espaço-temporais restritos, em resposta a estresses 
bióticos e abióticos.  
A Figura 16, obtida do trabalho acima mencionado (CUPERUS; FAHLGREN; CARRINGTON, 
2011), mostra as famílias de microRNAs fortemente conservadas entre as famílias vegetais. A maioria 
dos miRNAs, com exceção dos genes bdi-miR1878, sbi-miR6223-5p, sbi-miR6230-5p e sbi-miR5564c-
5p, estão anotadas como fundamentais para a regulação gênica das plantas. 
 
Figura 16. Famílias MIRNA profundamente conservadas em plantas. Famílias MIRNA (colunas) que são 
conservadas entre as famílias de plantas (linhas) para espécies representadas no miRBase. Genes MIR espécie 
e família-específicos foram omitidos. As caixas destacadas para uma família de microRNA foram identificadas 
em pelo menos uma espécie para cada uma das famílias de plantas listadas, ou a família MIRNA pôde ser 
identificada no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Famílias de plantas 
que possam ter perdido uma família MIRNA, ou onde a família não pôde ser identificada com significância, 
estão sombreadas em cinza. Os grupos de famílias MIRNA estão destacados em diferentes cores baseados no 
arranjo taxonômico proposto. Fonte: CUPERUS, FAHLGREN e CARRINGTON (2011). 
Em um estudo sobre a conservação e divergências dos miRNAs em todo o reino vegetal, 
PAOLI e colaboradores (2014) sugerem que o miR5564-5p de Sorghum bicolor pode ser um provável 
gene novo de miRNA, devido a presença de uma sequência com uma abundância relativa muito alta 
em proporção a todos os miRNAs da espécie. De fato, o gene sbi-miR5564c-5p foi encontrado em 
cana-de-açúcar com uma abundância significativa nos quatro cultivares analisados neste trabalho 
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(Tabela 5), enfatizando a proximidade evolutiva entre os genomas de Saccharum spp. e Sorghum 
bicolor.  
 
5.3.1. Determinação dos microRNAs diferencialmente expressos em cana-de-açúcar sob 
estresse hídrico 
Foi realizada a normalização dos dados de expressão dos miRNAs a partir do sequenciamento 
do microtranscritoma de cana-de-açúcar com 11 meses em campo em unidade TPM (transcrito por 
milhão) para posterior comparação entre os tratamentos controle (irrigado) e estressado (sequeiro). 
Utilizando um p-value < 0,05 entre as comparações das bibliotecas, foi possível classificar os miRNAs 
como diferencialmente expressos utilizando o índice de AUDIC e CLAVERIE (1997). 
Um total de 27 microRNAs, pertencentes à 17 famílias (Tabela 5), foram diferencialmente 
expressos pela seca nos quatro cultivares de Saccharum spp. analisados. Os microRNAs não 
apresentaram um padrão de expressão uniforme entre os tratamentos ou através dos cultivares. 
Contudo, ssp-miR156 e  zma-miR156-5p foram induzidos nos quatro cultivares sob seca. Os miRNAs 
bdi-miR164c, hvu-miR166a, far-miR171, ssp-miR396 e bdi-miR1878 foram reprimidos nos quatro 
cultivares sob seca, exceto o cultivar RB72454 em que não foi observada expressão para bdi-
miR1878. Quatro miRNAs foram observados em apenas um dos cultivares: zma_miR171h-3p, 





Tabela 5. MicroRNAs diferencialmente expressos em plantas de cana-de-açúcar após 11 meses de estresse hídrico em condições de campo. Os valores 
são mostrados em unidade de transcritos por milhão (TPM). Células em verde indicam indução por seca. Células em vermelho indicam repressão por seca. 
MicroRNA  
RB867515 RB855536 RB92579 RB72454 Razões entre tratamentos Irrigado e Sequeiro 
Irrigado Sequeiro Irrigado Sequeiro Irrigado Sequeiro Irrigado Sequeiro RB867515 RB855536 RB92579 RB72454 
ssp_miR156 2325,56 3237,19 6424,30 4007,00 4870,12 5038,20 12766,93 15771,32 1,39 -1,60 1,03 1,24 
ssp_miR156 8031,06 9878,80 
  
15004,69 20525,78 3975,32 5323,33 1,23 - 1,37 1,34 
zma_miR156k-5p 6670,94 7123,38 6410,30 8375,58 7450,64 11063,29 6133,86 7861,18 1,07 1,31 1,48 1,28 
far_miR160 59,42 71,61 59,91 86,59 70,10 43,50 15,59 41,05 1,21 1,45 -1,61 2,63 
bdi_miR164c 13,62 9,90 10,44 8,15 14,32 7,97 
 
  -1,38 -1,28 -1,61 - 
hvu_miR166a 6633,74 6144,93 6257,59 5192,38 5034,41 3912,57 5792,47 3839,20 -1,08 -1,21 -1,29 -1,51 
bdi_miR167d 10501,62 14427,17 12837,24 16616,93 16337,93 14691,29 13299,87 16366,57 1,37 1,29 -1,11 1,23 
ssp_miR168a 138686,69 147697,14 133376,00 126359,71 126573,42 154452,57 141807,03 126884,32 1,06 -1,06 1,22 -1,12 
far_miR171 9,96 0,00 8,15 6,00 7,86 4,25 7,63 7,09 0,00 -1,36 -1,85 -1,08 
zma_miR171h-3p   
 
2,64 1,69 
   
  - -1,56 - - 
ata_miR172 4185,53 3639,33 2792,26 3361,46 3360,74 3311,60 2899,12 3801,83 -1,15 1,20 -1,01 1,31 
sbi_miR172e 0,63 0,00 2,98 4,19 1,07 3,98 2,29 4,28 0,00 1,41 3,73 1,87 
Sbi_miR393a 963,50 792,16 562,87 722,41 421,36 352,78 399,40 528,15 -1,22 1,28 -1,19 1,32 
bdi_miR394 2,44 7,85 14,63 9,00 
  
0,44 5,15 3,22 -1,63 - 11,82 
zma_miR395i-5p 58,61 67,91 24,91 38,90 53,94 27,30 44,70 39,21 1,16 1,56 -1,98 -1,14 
zma_miR395j-5p   
 
18,71 23,82 38,89 23,64 29,87 25,45 - 1,27 -1,64 -1,17 
zma_miR395o-5p 3,71 0,00 15,21 26,00 27,92 17,80 
 
  0,00 1,71 -0,64 - 
zma_miR395o-5p 31,54 39,59 2,07 26,00 3,40 4,98 25,73 21,44 1,26 12,56 1,47 -1,20 
ssp_miR396 1,22 0,00 1,89 0,68 1,12 0,00 1,36 0,69 0,00 -2,78 0,00 -1,97 
far_miR396   
 
212,34 0,00 
   
  - 0,00 - - 
bdi_miR399b 0,35 0,85 
     
  2,43 - - - 




0,38 1,10 - 9,55 - 2,89 
zma_miR399j-3p 2,94 0,00 1,03 2,00 4,61 2,66 1,69 2,58 0,00 1,94 -1,73 1,53 
ssp_miR528 497,45 397,59 933,72 244,27 4533,24 6782,00 1400,09 292,35 -1,25 -3,82 1,50 -4,79 
bdi_miR1878 1,81 0,00 0,80 0,00 0,83 0,00 
 
  0,00 0,00 0,00 - 
sbi_miR5564c-5p 26,07 32,82 39,54 50,97 46,27 74,25 83,95 69,03 1,26 1,29 1,60 -1,22 
sbi_miR6223-5p   
     
81,17 0,00 - - - 0,00 
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Outro trabalho de revisão, realizado recentemente por GENTILE e 
colaboradores (2015) – Capítulo III – analisa os diferentes perfis de expressão dos 
miRNAs em plantas de cana-de-açúcar em resposta à seca. Concluiu-se que não há 
padrão claro de expressão e que esses diferem consideravelmente entre as condições 
de cultivo das plantas (casa de vegetação ou campo) e que os diferentes tratamentos 
avaliados, como o tempo de exposição ao estresse contribuem para essa variedade de 
perfis de expressão observados. 
Os miRNAs não apresentam um padrão de expressão constante através das 
espécies, em diferentes tecidos, ou fase desenvolvimento de uma mesma planta. O 
trabalho de revisão realizado por COVARRUBIAS e REYES, (2010) buscou mostrar os 
papéis individuais de alguns miRNAs em resposta à seca em diversas plantas, 
relacionando-os a seus genes alvo. Esta predição foi semelhante aos resultados obtidos 
para os miRNAs identificados em plantas de cana-de-açúcar com 11 meses, cultivadas 
em campo sob regime irrigado ou sequeiro, em que as famílias miR168, miR171 e 
miR393 tiveram os alvos AGO1, SCL e TIR1, respectivamente preditos 
Com a finalidade de selecionar microRNAs para análises posteriores, em um 
primeiro momento, foi decidido escolher entre aqueles genes que possuíssem um 
valor de TPM ≥ 10.  O gene ssp-miR171-seq 2 tem valor de TPM inferior ao estipulado, 
contudo esse miRNA foi diferencialmente expresso sob seca em plantas de cana-de-
açúcar crescidas em campo por 7 meses (GENTILE et al., 2013), e seu alvo (SCL) está 
fortemente relacionado a tolerância a esse estresse (GOLLDACK; LÜKING; YANG, 2011; 
MA et al., 2010). Por estas razões, esse gene foi considerado nas análises de predição 
de alvos, confirmação do perfil de expressão por PCR em tempo real e construções de 
silenciamento para transformação de planta modelo (Setaria viridis). 
Um outro momento para seleção dos miRNAs a serem analisados 
posteriormente, além da expressão diferencial com unidade de TPM (≥ 10) adotada 
significativa para esse estudo, foi a corroboração de resultados de análise do 
microtranscritoma de cana-de-açúcar previamente obtidos com experimentos de seca 
envolvendo plantas com 3 meses em casa de vegetação (FERREIRA et al., 2012) e 
plantas com 7 meses em condição de campo (GENTILE et al., 2013). A Figura 17 mostra 
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os microRNAs diferencialmente expressos nesses experimentos, além dos miRNAs 
diferencialmente expressos em plantas de cana-de-açúcar com 11 meses, sob seca, em 
condições de campo. 
 
Figura 17. MicroRNAs diferencialmente expressos sob seca em plantas de cana-de-
açúcar em diferentes fases de desenvolvimento. Experimentos com plantas de 3 e 7 
meses envolveram os cultivares RB867515 e RB855536. Experimentos com plantas 
de 11 meses envolveram os cultivares RB867515, RB855536, RB92579 e RB72454. 
 
5.4. Predição de alvos para os microRNAs e análise de expressão via PCR 
em tempo real 
Utilizando o programa psRNATarget foi possível predizer alvos para os 
microRNAs que continham uma expressão ≥ 10 TPM e para o ssp-miR171-seq. Foram 
considerados os alvos preditos com valores de expectativa ≤ 2,5. Essa pontuação 
refere-se ao alinhamento do miRNA maduro com seu possível alvo: quanto menor o 
valor melhor é o alinhamento, em que o valor 0 (zero) simboliza um pareamento 
perfeito (DAI; ZHAO, 2011). Esse procedimento foi conduzido duas vezes: (1) utilizando 
como referência dados de expressão de Saccharum spp. do SAS (Sugarcane Assembled 
EST Sequences) e do SUCEST (Sugarcane EST), e (2) utilizando como referência o 
genoma de Setaria italica, obtido no banco de dados Phytozome.  
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A segunda etapa (2) de predição de alvos em S. italica teve o propósito de 
averiguar se os mesmos alvos seriam preditos para as duas espécies, uma vez que os 
experimentos de transformação gênica posteriores são propostos para a planta 
modelo S. viridis. A indisponibilidade do genoma de S. viridis levou à realização das 
análises in silico sobre o genoma de sua ancestral selvagem, S. italica. Essas espécies 
possuem genomas muito próximos, ocorrendo, inclusive, compatibilidade de 
cruzamento entre indivíduos dessas espécies (BRUTNELL et al., 2010; LI; BRUTNELL, 
2011). As sequências maduras dos miRNAs identificados nas plantas de cana-de-açúcar 
com 11 meses sob estresse hídrico em condições de campo são idênticas em Setaria 
italica, o que confere maior consistência aos resultados de predição de alvos.  
A partir da predição de alvos, foi realizada uma pesquisa por trabalhos 
envolvendo esses genes preditos, a fim de identificar quais apresentavam 
características de interesse para o melhoramento genético com potencial de induzir 
tolerância à seca em plantas de cana. Dessa forma, alvos que não foram relacionados à 
tolerância a estresses abióticos (a seca em particular) foram excluídos para as análises 
posteriores. Um exemplo de  miRNA excluído é o ssp-miR168a, que possui a enzima 
AGO1 como alvo (PAOLI et al., 2014), possivelmente atuando em um mecanismo de 
feedback na biogênese e manutenção dos miRNAs na planta, explicando sua alta 
expressão. Outros exemplos são os miRNAs da família miR156, que foram relacionados 
ao desenvolvimento de flores e ovários em plantas de tomate (Solanum lycopersicum 
L.) (SILVA et al., 2014) e também propostos como genes constitutivos para serem 
utilizados como referência em experimentos de PCR em tempo real com miRNAs em 
soja (Glycine max) (KULCHESKI et al., 2010). 
Em suma, a Tabela 6 mostra os resultados obtidos na predição de alvos em 
Saccharum spp. e Setaria italica, para os microRNAs que tiveram expressão diferencial 
em plantas de cana-de-açúcar com 11 meses, quando submetidas à seca. Cada um 
desses miRNAs possui expressão ≥ 10 TPM e valor de expectativa ≤ 2,5 (EXP). Seus 
respectivos alvos preditos apresentam características importantes para o 
melhoramento genético, com potencial para o desenvolvimento de plantas tolerantes 
ao estresse hídrico. São eles: ssp-miR164, ssp-miR171-seq 2, ssp-miR393 e ssp-miR528.  
62 
 
Tabela 6. Resultado da predição de alvos do programa psRNATarget para os microRNAs diferencialmente expressos em plantas de cana-de-açúcar após 11 meses de 
estresse hídrico em condições de campo. Acc.: número de acesso nos bancos de dados SUCEST ou SoGI; EXP: expectativa é o  valor designado para o alinhamento do 
miRNA maduro com o alvo, variando de 0 (alinhamento perfeito) a 5; UPE: energia necessária para abrir a estrutura secundária do alvo e do sítio de reconhecimento 
(menos energia significa melhor acessibilidade ao alvo); nt: tamanho do miRNA maduro (em nucleotídeos); Descrição do alvo: descrição do alvo de acordo com a busca via 
BLAST nos bancos de dados GenBank e Phytozome, incluindo o nome do organismo com o melhor hit. 
Predição de alvos para Saccharum spp. 
miRNA Acc. do alvo EXP UPE nt Fragmento do miRNA alinhado Fragmento do alvo alinhado Descrição do alvo 
ssp-miR164 SCEPRT2048G05.g 1,0 20.052 20 UGGAGAAGCAGGGCACGUGC GCAGGUGCCCUGCUUCUCCA 
Fator de transcrição NAC 
(Hordeum vulgare) 
ssp-miR171-seq 2 SCJFAD1013C10.g 0,5 23.909 21 UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC GAUAUUGGCGCGGCUCAAUCA 
Proteína Scl1 (Oryza 
sativa,  grupo Japônica) 
ssp-miR393 TC120009 1,0 20.653 19 CUCCAAAGGGAUCGCAUUG CAAUGCGAUCCCUUUGGAU 
Proteína – Fator TIR1 de 
resposta a auxina 
(Populus tomentosa) 
ssp-miR528 SCCCCL1002D10.b 2,5 10.325 21 UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG UUCCUCCGCACGCCCUUUCCA 
Subunidade α EI – 
Piruvato desidrogenase 
(Zea mays) 
Predição de alvos para Setaria italica 
miRNA Acc. do alvo EXP UPE nt Fragmento do miRNA alinhado Fragmento do alvo alinhado Descrição do alvo 
ssp-miR164 Si006975m 1,0 16,32 21 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCU AGCAAGUGCCCUGCUUCUCCA 
Fator de transcrição NAC 
(Setaria italica) 
ssp-miR171-seq 2 Si016508m 0,5 23,51 21 UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC GAUAUUGGCGCGGCUCAAUCA 
Fator de transcrição da 
família GRAS (Setaria 
italica) 
ssp-miR393 Si009703m 2,0 19,14 20 CUCCAAAGGGAUCGCAUUGA ACAAUGCGAUCCCUUUGGAU 
Fator de transcrição TIR1 
(Setaria italica) 
ssp-miR528 Si014166m 2,5 10,68 21 UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG UUCCUCCGCACGCCCUUUCCA 
Superóxido dismutase - 





O miRNA representante da família ssp-miR164, apesar de não ter expressão 
observada no cultivar RB72454 nos resultados de sequenciamento, foi reprimido nos 
outros três cultivares quando submetidos à seca e tem como potencial alvo um gene 
que codifica uma proteína da superfamília NAC (Tabela 6). Em estudo com plantas de 
cana-de-açúcar cultivadas por 3 meses em casa de vegetação, FERREIRA e 
colaboradores (2012) analisaram o microtranscritoma dos cultivares RB867515 e 
RB855536 quando submetidas à suspensão de rega por 2 e 4 dias. O miRNA ssp-
miR164 foi induzido pela seca no cultivar RB867515 e reprimido em RB855536 sob dois 
dias de estresse. Em trabalho analisando bibliotecas de sequenciamento de sRNAs, XIE 
e colaboradores (2014) reportam que o miRNA164 foi reprimido por seca em Panicum 
virgatum.  
A predição de proteínas com domínio NAC como prováveis alvos para o miR164 
é bem documentada (RHOADES et al., 2002), e essa condição tem sido confirmada em 
trabalhos envolvendo miRNAs e genes alvo (FERREIRA et al., 2012; MATTS et al., 2010; 
XIE et al., 2014). Segundo RHOADES e colaboradores (2002), a complementariedade 
dos sítios de reconhecimento nos alvos preditos é conservada em arroz.  
Em um estudo específico de análise das sequencias NAC em arroz, FANG e 
pesquisadores (2008) classificaram esses genes em grupos funcionais, os quais 
parecem estar relacionados ao desenvolvimento da planta, resistência a patógenos e 
tolerância a estresses abióticos, principalmente ao frio (DITT et al., 2011). Em outro 
estudo, o gene ATAF1, que codifica para uma proteína com domínio NAC em 
Arabidopsis, foi fortemente induzido por tratamentos de desidratação e ácido 
abscísico (ABA), mas inibido quando as plantas foram irrigadas (LU et al., 2007). Sendo 
os fatores de transcrição NAC prováveis alvos do miR164, que é reprimido nas três 
cultivares, é possível supor que a NAC esteja desempenhando algum papel de 
tolerância à seca nestas plantas estressadas. 
O microRNA ssp-miR171-seq 2 teve sua expressão reprimida nas plantas das 
quatro cultivares quando submetidas ao estresse hídrico. Em estudos de análise do 
microtranscritoma de plantas de cana-de-açúcar cultivadas por 7 meses em condições 




reprimido por seca em tais condições. Um microRNA da família miR171 foi induzido 
por estresse hídrico em plantas de Panicum virgatum (XIE et al., 2014), contudo as 
condições experimentais de indução do estresse não foram esclarecidas no trabalho 
publicado. Outro estudo indica que um miRNA171 foi reprimido por seca em Vigna 
unguiculata (feijão de corda) (BARRERA-FIGUEROA et al., 2011), concordando com o 
observado neste trabalho com cana-de-açúcar. 
O gene SCARECROW-LIKE (SCL) foi descrito como provável alvo do miR171 em 
plantas de cana-de-açúcar submetidas ao estresse hídrico em condição de campo por 
11 meses (Tabela 6), tal como obsevado em plantas de cana com 7 meses em campo 
sob seca  (GENTILE et al., 2013).  Essa predição e expressão foi igualmente relatada 
para outras espécies modelo, como Arabidopsis thaliana (LIU et al., 2008; RHOADES et 
al., 2002; ZHANG; PAN; STELLWAG, 2008) e Oryza sativa (ZHOU et al., 2010), em que o 
miR171 também foi reprimido por seca, indicando maior expressão do seu gene alvo. 
Em análises de conservação de genes SCARECROW (SCR) entre Arabidopsis thaliana, 
Oryza sativa e Zea mays, LIM e colaboradores (2005) encontraram funções 
conservadas para alguns genes SCR, com algumas divergências entre 
monocotiledôneas e dicotiledôneas, enfatizando a possiblidade da utilização de 
plantas modelo próximas para estudos moleculares. 
A família de proteínas GRAS, assim nomeada de acordo com a designação do 
locus que contém três genes (GAI, RGA e SCR), que possuem variações na região 
amino-terminal e forte conservação na região carboxila-terminal (CUI et al., 2014; MA 
et al., 2010; PYSH et al., 1999), possui como membros fatores de transcrição envolvidos 
no desenvolvimento das plantas e na tolerância a estresses abióticos. SCL é descrito 
como altamente importante para o desenvolvimento radial da raiz e parte aérea das 
plantas (HIRSCH; OLDROYD, 2014; MALLORY; VAUCHERET, 2006; PYSH et al., 1999; 
WIŚNIEWSKA et al., 2013), participando também na sinalização de giberelina, 
regulador endógeno essencial para o crescimento vegetal. Este fator de transcrição tem 
sua expressão alterada em plantas quando expostas à seca e à salinidade (GOLLDACK; 
LÜKING; YANG, 2011; MA et al., 2010). Assim, a inibição do ssp-miR171-seq 2 e a 




em resposta ao estresse hídrico.  
O ssp-miR393 teve um perfil de expressão alternado entre os cultivares, sendo 
reprimido nos cultivares mais tolerantes à seca (RB867515 e RB92579) e induzido nos 
menos tolerantes (RB855536 e RB72454). Esse mesmo miRNA foi reprimido por seca 
em estudo com plantas de cana-de-açúcar cultivadas por 3 meses em casa de 
vegetação (FERREIRA et al., 2012). A predição de alvos para o ssp-miR393 plantas de 
cana-de-açúcar cultivadas em campo por 11 meses sob seca indicou uma proteína TIR1 
- Transport Inhibitor Response 1 ou Auxin-related F-box (AFB) - como principal gene a 
ser regulado por miR393 (Tabela 6). Essa predição foi mantida em outros trabalhos 
com plantas de Saccharum spp. (FERREIRA et al., 2012; GENTILE et al., 2013) e também 
em plantas modelo como Arabidopsis (JONES-RHOADES; BARTEL; BARTEL, 2006).  
O possível alvo do ssp-miR393 é um homólogo aos genes de arroz OsTIR1 e 
OsAFB2 e em raízes de Arabidopsis a expressão de TIR1 parece estar envolvida com a 
resposta ao fósforo inorgânico (PÉREZ TORRES; LÓPEZ BUCIO; HERRERA ESTRELLA, 
2009; SHUKLA; CHINNUSAMY; SUNKAR, 2008). Estudos com microRNAs mostram que 
o gene TIR1 é alvo do miR393 (MENDOZA-SOTO; SÁNCHEZ; HERNÁNDEZ, 2012) e que 
esse miRNA tem sua expressão alterada em resposta ao estresse por seca, como 
observado em plantas de Oryza sativa expostas à desidratação (JIAN et al., 2010). 
O hormônio auxina está envolvido com inúmeras respostas, controlando a 
maioria dos aspectos de crescimento e desenvolvimento nas plantas. A proteína TIR1 é 
um receptor de auxina e também uma subunidade da enzima SCF-ubiquitina ligase 
(LASKOWSKI, 2006). Assim, SCFTIR1 possui motivos conservados, incluindo o domínio F-
box, formando parte de um importante complexo de ubiquitinação que marca outras 
proteínas para a degradação (NAPIER, 2005). Altas concentrações nucleares de auxina 
promovem a ligação deste hormônio com o a proteína SCFTIR1, o que leva à associação 
deste complexo com proteínas repressoras Auxina/Ácido Indol-3-Acético (Aux/IAA), 
resultando na degradação destas últimas por rotas mediadas por proteassomos 
(LASKOWSKI, 2006). A degradação dos repressores Aux/IAA induz a expressão de 
fatores responsivos à auxina (ARFs – Auxin Responsive Factors) e muitos componentes 




Arabidopsis e cereais (ARASE et al., 2012; ORMAN-LIGEZA et al., 2013; TROMAS et al., 
2013).  
Sabe-se que os fatores ambientais afetam o desenvolvimento das raízes, 
fazendo com que o sistema radicular necessite de uma plasticidade em sua arquitetura 
para lidar com estas adversidades (LI et al., 2012; LIU et al., 2010; SMITH; DE SMET, 
2012). A seca tem um dos maiores efeitos na arquitetura radicular e a maioria das 
plantas preferencialmente aumenta a elongação da raiz primária, suprimindo a 
ramificação das raízes laterais (SINGH et al., 2010; SMITH; DE SMET, 2012). A partir dos 
resultados apresentados, pode-se inferir que o miR393 seja reprimido pelas plantas, 
liberando seu alvo (TIR1) para atuar no aumento de sua raiz primária, em detrimento 
do desenvolvimento de raízes laterais, facilitando a captação de recursos hídricos em 
camadas mais profundas do solo. Uma vez que TIR1 responde a auxina (LASKOWSKI, 
2006), especula-se que haja um cross-talk entre os genes de percepção do estímulo e 
os genes de resposta ao estresse da seca, resultando no transporte desse hormônio 
entre as folhas e o sistema radicular das plantas de cana-de-açúcar.  
O miRNA ssp-miR528 foi reprimido em três cultivares (RB867515, RB855536 e 
RB72454) e induzido em apenas um (RB92579). Esse mesmo miRNA foi induzido por 
seca em estudo com plantas de cana-de-açúcar cultivadas por 3 meses em casa de 
vegetação (FERREIRA et al., 2012) e também em plantas cultivadas em campo por 7 
meses sob seca (GENTILE et al., 2013) dos cultivares RB867515 e RB855536. A predição 
da subunidade αEI da enzima piruvato desidrogenase como alvo para o ssp-miR528 em 
cana (Tabela 7) foi a mesma no estudo com plantas de cana com 7 meses em campo 
sob estresse hídrico (GENTILE et al., 2013); contudo, não se manteve para Setaria 
italica, em que a enzima superóxido dismutase foi predita (Tabela 6). 
Estudos com conservação dos miRNAs através das espécies indicam que esse 
gene parece ser restrito às monocotiledôneas (Figura 16) (CUPERUS; FAHLGREN; 
CARRINGTON, 2011; PAOLI et al., 2014). Alguns genes alvo conservados entre as 
angiospermas parecem ter perdido sua regulação por microRNAs em algumas 
linhagens-específicas (AXTELL, 2008; PAOLI et al., 2014). MicroRNAs não-conservados 




que originaram-se de genes MIR recentemente evoluídos (VOINNET, 2009). Um 
exemplo é o miRNA específico de monocotiledôneas, miR528. Em estudos de 
identificação e análise de expressão de genes alvos de microRNAs (ZANCA et al., 2010), 
pesquisadores encontraram três possíveis alvos para esse microRNA, que codificam 
proteínas com domínio de ligação Cu2+.  
O cobre é um importante micronutriente e serve como cofator para proteínas 
envolvidas em importantes rotas, entre elas a fotossíntese e a retirada de espécies 
reativas de oxigênio (PILON et al., 2006). Em plantas, os alvos de miRNAs conservados 
pela evolução codificam para genes envolvidos na homeostase do cobre, como as 
lacases e superóxido dismutase (CDS – cooper superoxide dismutase). O alvo descrito 
para Setaria italica (Tabela 7) é uma importante proteína de uma família envolvida 
com cobre com atividades antioxidantes, que possui domínios conservados em outras 
enzimas (ADMAN, 1991).  Assim sendo, especula-se que, em monocotiledôneas os 
alvos preditos para o ssp-miR528 estejam envolvidos em processos antioxidantes, 
gerados pelo estresse da seca, atuando na homeostase da oxidação durante o 
estresse. 
 
5.5. Confirmação do perfil de expressão do sequenciamento via PCR em 
tempo real 
A análise de expressão dos miRNAs e dos genes alvos preditos via PCR em 
tempo real teve a finalidade de identificar a correlação de regulação entre esses genes, 
nas amostras extraídas de folhas de cana-de-açúcar cultivadas em campo por 11 meses 
sob estresse hídrico. Quando um miRNA encontra-se reprimido por uma condição 
(seca, no caso), é esperado que e expressão de seu gene alvo esteja aumentada 
(BARTEL; BARTEL, 2003a; JAY et al., 2010; VOINNET, 2009).  
Utilizando o procedimento de PCR em tempo real, denominado stem-loop RT-
PCR (CHEN et al., 2005), todos os miRNAs analisados apresentaram correlação de 
expressão com seu gene alvo predito (ssp-miR164/NAC, sspmiR171-seq 2/SCL, ssp-




tabela 7 mostra os perfis de expressão dos microRNAs e seus genes alvo, obtidos a 
partir das análises realizadas por experimentos de quantificação em tempo real de 
miRNAs com a técnica stem-loop RT-PCR (CHEN et al., 2005), seguindo o protocolo de 
VARKONYI-GASIC e colaboradores (2007).  
Tabela 7. Perfil de expressão dos microRNAs e seus genes alvo, obtidos via stem-loop RT-PCR de plantas de 
cana-de-açúcar cultivadas por 11 meses em campo sob estresse hídrico. Acc alvo: identificador do gene alvo 
nos bancos de dados Sucest e Sogi. Destaque em negrito: correlações de expressão esperadas entre microRNA 
e seu gene alvo predito. Valor acima da barra indica a expressão do miRNA sob seca. Valor abaixo da barra 
indica a expressão do alvo predito para o miRNA sob seca. Valores abaixo de 1,0 (um) indicam repressão de 
um gene sob seca. Valores acima de 1,0 (um) indicam indução de um gene sob seca. 
miRNA Acc alvo Descrição do alvo RB867515 RB855536 RB92579 RB72454 
ssp-miR164 SCEPRT2048G05.g Fator de transcrição NAC  0.78/2.26 1.13/12.74 0.54/2.70 0.42/1.55 
ssp-miR171-
seq2 
SCJFAD1013C10.g Proteína SCL  1.53/0.86 1.08/1.96 1.23/1.92 0.51/0.58 
ssp-miR393 TC120009 
TIR1 – fator responsivo a 
auxina  
1.25/1.32 1.48/2.08 0.94/1.37 0.51/1.38 
ssp-miR528 SCCCCL1002D10.b 
Subunidade EIα – 
piruvato desidrogenase  
0.45/0.63 0.18/3.10 0.35/4.40 0.18/1.81 
 
Os resultados de PCR em tempo real revelaram correlação entre a expressão 
dos microRNAs com seus genes alvo (resultados destacados em negrito na Tabela 7), 
em que a razão < 1,0 indica que microRNA foi reprimido em condições de seca e, por 
sua vez, o gene  predito como alvo apresentou indução no mesmo momento – o 
inverso também foi observado (ssp-miR171-seq2, no cultivar RB867515) e condiz com 
o esperado (CHEN, 2005; MALLORY; VAUCHERET, 2006; PASQUINELLI, 2012; VOINNET, 
2009; ZHANG et al., 2006). 
A falta de correlação observada entre miRNAs e seus alvos em algumas 
amostras (Tabela 7) é provavelmente resultado de amplificação cruzada de variantes 
dos miRNAs ou da presença de sequências muito similares a esses transcritos nas 
amostras analisadas. Também deve-se levar em consideração a multiplicidade de sítios 
alvo em um mRNA, em que um possível alvo pode estar sob controle de mais de um 
miRNA (DAI; ZHUANG; ZHAO, 2011; DING; ZHOU; GUAN, 2012), fato que pode 
interferir nas análises de perfis de expressão realizados por PCR em tempo real. 
Também a repressão da tradução do gene alvo pelo miRNA consiste em fator que 




silenciamento não altera a quantidade de transcritos observados por essa técnica 
(BROUSSE et al., 2014; JACKSON; STANDART, 2007; VOINNET, 2009). 
 FERREIRA et al. (2012) e GENTILE et al. (2013) encontraram resultado 
semelhante, em que a expressão de alguns miRNAs não se correlacionava com a de 
seus alvos (ssp-miR164, ssp-miR393, ssp-miR528), ao analisarem o microtranscritoma 
de plantas de cana de açúcar crescidas em casa de vegetação e campo, 
respectivamente. THIEBAUT e colaboradores (2014b) analisaram perfis de expressão 
de alguns miRNAs e seus alvos em plantas de cana-de-açúcar submetidas a suspensão 
de rega por 24 horas. A avaliação da expressão por PCR em tempo real indicou que a 
expressão do par miR164II/NAC1 foi invertida, em que o miR164II foi reprimido pela 
seca e seu alvo predito NAC1 teve sua expressão induzida pelo estresse.  
Comparando-se os resultados de expressão do sequenciamento, com os 
obtidos por PCR em tempo real, os quatro miRNAs analisados tiveram, em pelo menos 
uma amostra, sua expressão confirmada pela segunda técnica. A Tabela 8 resume, de 
forma simplificada, os padrões de expressão obtidos na duas técnicas. 
Tabela 8. Perfil de expressão dos microRNAs e seus genes alvo, observados no 
sequenciamento e PCR em tempo real de plantas de cana-de-açúcar cultivadas por 11 meses 
em campo sob estresse hídrico. Sinal (-) indica repressão e sinal (+) indica indução do miRNA 
observado em cada técnica  (sequenciamento ou PCR em tempo real). 
MicroRNA 
Expressão sequenciamento / Expressão RT-qPCR 
RB867515 RB855536 RB92579 RB72454 
ssp-miR164 - / - - / + - / - 0 / - 
ssp-miR171-seq 2 - / + - / + - / + - / - 
ssp-miR393 - / + + / + - / - + / - 
ssp-miR528 - / - - / - + / - - / - 
 
Fatores como os diferentes níveis de tolerância à seca de cada cultivar 
estudado, condições de cultivo e indução de estresse e fase de desenvolvimento das 
plantas interferem nas análises comparativas. Ademais, a técnica de PCR em tempo 
real confere, em um momento, sensibilidade na detecção de níveis de expressão de 
um determinado gene e, por outro lado, essa mesma sensibilidade pode levar a vieses 
de interpretação (BUSTIN et al., 2009, 2013). Há a necessidade de transparência e 




reproduzidos. As flutuações nos perfis de expressão de microRNAs de Saccharum spp., 
bem como em outras plantas modelo e de interesse agronômico, estudadas por 
GENTILE (2015) enfatizam que o um padrão de expressão dos miRNAs na resposta à 
seca é complexo, influenciado pelo background genético e condições do ensaio de 
tolerância à seca – Capítulo III. 
As análises do sequenciamento das bibliotecas de miRNAs nos quatro cultivares 
em condição de sequeiro indicou repressão da expressão dos miRNAs na maioria dos 
casos. Por essa razão, com o objetivo de avaliar o nível de envolvimento dos 
microRNAs na tolerância à seca, foram desenhadas construções para transformação 
gênica da planta modelo Setaria viridis, utilizando o modelo de miRNA artificial 
(amiRNA), para o silenciamento gênico dos quatro miRNAs reprimidos por seca em 
cana-de-açúcar.  
 
5.6. Construções de silenciamento gênico: microRNAs artificiais (amiRNAs) 
Os efeitos causados pela ação um amiRNA podem ser previstos com maior 
segurança, em comparação às demais técnicas de silenciamento gênico mediada por 
sRNAs. Esses resultados estão ligados à elaboração da sequência do amiRNA que pode 
ser designada a atingir a região do precursor do miRNA a ser silenciado, ou para atingir 
a sequencia madura desse transcrito (REICHEL; LI; MILLAR, 2011). A abordagem 
utilizando silenciamento via amiRNA é ainda mais específica, pois os amiRNAs 
geralmente não causam transitividade – por exemplo, a geração de sRNAs secundários 
que podem, por sua vez, silenciar outros alvos ou alelos não previstos (OSSOWSKI; 
SCHWAB; WEIGEL, 2008). 
Dessa forma, quando um amiRNA é destinado a parear com a sequência 
precursora torna-se mais específico, pois essa região é mais restrita a cada espécie. A 
região madura do microRNA é muito mais conservada através das espécies (CUPERUS; 
FAHLGREN; CARRINGTON, 2011; PAOLI et al., 2014) e, em plantas, os microRNAs de 
uma mesma família são muito similares entre si (JAY et al., 2010; VOINNET, 2009). 




específico através da construção de um amiRNA que marcasse a região precursora. 
Também silenciaram toda a família do miR159 em Arabidopsis thaliana com um 
amiRNA designado a parear com a região madura consenso dessa família de miRNAs. 
É possível presumir que a construção de amiRNA gerada possa servir como 
base de experimentos em plantas cujo miRNA maduro seja conservado – Setaria 
viridis, Brachypodium distachyon, Oryza sativa e Saccharum spp.  Além disso, o 
amiRNA que irá atuar no silenciamento dos microRNAs maduros  poderá atuar no 
núcleo e no citoplasma, uma vez que o pré-miRNA tem vida curta no núcleo e, 
posteriormente, sua forma madura é liberada para o citoplasma (BARTEL; LEE; 
FEINBAUM, 2004).  
Os amiRNAs designados para silenciar os miRNAs ssp-miR164, ssp-miR171-
seq2, ssp-miR393 e ssp-miR528 foram construídos para parear com a região madura 
desses transcritos, obedecendo os critérios indicados por SCHWAB e colaboradores 
(2010). Dentre os requisitos estão: 1 ou 2 mismatches na região 3’ do amiRNA, não há 
evidência de formação transitiva de sRNAs secundários a partir de amiRNAs alvos, mas 
se existe algum esse mismatch irá reduzir esse processo; não pode haver mismatch nas 
posições 2 e 12 do amiRNA com o alvo, uma vez que pretende-se silenciar toda a 
família dos miRNAs o pareamento perfeito, característico de plantas, é imprescindível; 
padrão similar de mismatches (posições 6 e 10) para todos os alvos (SCHWAB et al., 
2010).  
A tabela 9 contém as sequências de amiRNAs, bem como o conjunto de primers 
utilizado na obtenção de cada construção de silenciamento dos miRNAs ssp-miR164, 







Tabela 9. amiRNAs e conjunto de primers para silenciamento gênico dos miRNAs 
diferencialmente expressos pela seca em plantas de cana-de-açúcar com 11 meses em 
condições de campo.  















































Os produtos das PCRs de modificação e fusão (Figura 5) realizadas sobre o vetor 
pNW55 (Figura 4), que contém o precursor do miRNA528 específico de 
monocotiledôneas, foram clonados no vetor de entrada pENTR™/TOPO-D de sistema 
Gateway (Invitrogen, EUA). Foram produzidas quatro construções de amiRNAs com 
capacidade para silenciar as quatro família de miRNAs (miR164, miR171, miR393 e 
miR528) em plantas. Por sistema de recombinação por clonagem múltipla (Figura 8) 
proposto por KARIMI e colaboradores (2013), as construções finais de amiRNAs (Figura 




constitutivo UBI (ubiquitina) de Brachypodium distachyon, obtido a partir do vetor 
pEN-L4-BdUBI10-R1 (KARIMI et al., 2007b). 
 
Figura 18. Esquema das construções finais de cada amiRNA em vetor de destino pHb7m24GW. 
Cada amiRNA é dirigida pelo promotor ubiquitina de B. dystachion (pUBI), seguida por um 
terminador 35S (T35S) do vírus do mosaico da couve-flor. O marcador seletivo para as plantas é a 
higromicina (Hyg) e a construção final contém o terminador nopalina sintase (Tnos) de 
Agrobacterium tumefaciens. 
 
5.7. Transformação genética de Setaria viridis 
Foi utilizado o protocolo de transformação genética proposto por BRUTNELL e 
colaboradores (2010), em que as construções finais de amiRNAs foram inseridas em 
calos de embriogênicos de S. viridis, via infecção por Agrobacterium tumefaciens – 
cepa EHA105. Todo o processo seguiu as etapas descritas e foi realizado em 
colaboração com a equipe do Laboratório de Genética Molecular Vegetal (LGMV), 
liderada pelo prof. Dr. Marcio Alves Ferreira, na UFRJ – Anexo I. 
A etapa de desinfecção dos calos por meio de lavagens desses em solução de 
carbenicilina e seleção em meio contendo timetin e cinetina não pode ser concluída, 
uma vez que após várias lavagens com o antibiótico, a cultura de A. tumefaciens 
persistiu no material. Após dois meses dessa tentativa de transformação genética dos 
calos de S. viridis, a equipe do LGMV realizou novo procedimento de transformação, 
porém com uma nova cepa de A. tumefaciens (C58C1) enviada ao laboratório pela 
desenvolvedora do protocolo, Joyce Van Eck (Anexo I). Mais uma vez, houve constante 
contaminação dos calos e não foi possível regenerá-los sem a desinfecção completa. 
 Os desenvolvedores do protocolo lançaram, recentemente, um capítulo de livro 
sobre a transformação genética de S. viridis via A. tumefaciens (VAN ECK; 
SWARTWOOD, 2015), contudo a ausência de trabalhos publicados envolvendo 




C4, em particular para o complexo Saccharum spp., deixa dúvidas sobre sua utilização 
como referência para estudos de melhoramento genético. 
 Diante do exposto, não oferecendo perspectiva de sucesso na obtenção de 
transformantes dentro do cronograma proposto, a atividade de transformação 
genética de Setaria viridis não foi levada à diante. Contudo, as construções de 
silenciamento gênico de miRNAs geradas podem ser utilizadas em análises funcionais e 
de caracterização dos miRNAs em outras espécies monocotiledôneas modelo, como 
Brachypodium distachyon e Oryza sativa, bem como em experimentos de 
transformação com Saccharum spp. Há, inclusive, a perspectiva de trabalho futuro 
superexpressando os genes SCL e TIR1, alvos dos miRNAs ssp-miR171-seq 2 e ssp-
miR393, respectivamente, em plantas de arroz e cana-de-açúcar. Esses genes foram 
selecionados para novos experimentos, pois estão associados à características 

















As análises fisiológicas das plantas de cana-de-açúcar cultivadas em campo por 
onze meses, sob regimes irrigado e sequeiro mostraram que essas sofreram os efeitos 
do estresse hídrico. As medidas de trocas gasosas indicam que os cultivares RB867515, 
RB855536 e RB92579 respondem aos efeitos da seca com diferenças significativas de 
fechamento estomático, diminuição das taxas de fotossíntese e transpiração, em 
relação ao cultivar RB72454. Os índices de crescimento das plantas indicaram que os 
quatro cultivares sofreram efeitos tardios do estresse, com senescência da parte aérea 
das plantas. A seca afetou significativamente a produtividade dos quatro cultivares, 
quando não houve irrigação. 
Os microRNAs diferencialmente expressos pela seca e identificados em quatro 
cultivares (RB867515, RB855536, RB92579 e RB72454) de plantas de cana-de-açúcar 
com onze meses cultivadas em campo, fornecem informações importantes de como o 
microtranscritoma de Saccharum spp. responde à esse tipo de estresse. 
A análise dos genes alvos identificados na análise do microtranscritoma 
permitiu inferir os mecanismos moleculares mais afetados pelos miRNAs em condições 
de seca. 
Os miRNAs ssp-miR164, sspmiR171-seq 2, ssp-miR393 e ssp-miR528 tiveram 
como alvos preditos proteína com domínio NAC, fator de transcrição tipo SCARECROW, 
proteína relacionada à auxina TIR1 e piruvato desidrogenase, respectivamente. Esses 
alvos são fortemente relacionados a mecanismos de tolerância à seca em outros 
estudos. 
Os perfis de expressão dos miRNAs e seus respectivos alvos puderam ser 
validados via RT-qPCR. A falta de correlação entre as expressões dos miRNAs com os 
alvos pode ser relacionada à quantidade de sítios alvos que um mRNA possui e, 
também, ao tipo de silenciamento que um miRNA pode induzir em um alvo, em que a 





As construções de silenciamento dos miRNAs obtidas com a técnica de amiRNA 
têm grande potencial em fornecer informações sobre a regulação gênica dos miRNAs e 
de seus alvos em Saccharum spp. Contudo, a ausência de um protocolo de 
transformação realmente estabelecido impediu as análises de caracterização desses 
miRNAs em plantas modelo de Setaria viridis. 
 Os genes alvos preditos para os miRNAs ssp-miR171-seq 2 (SCL)e ssp-miR393, 
(TIR1) estão associados a características agronômicas importantes para o 
desenvolvimento de plantas transgênicas que apresentem algum grau de tolerância à 
seca. Há perspectiva de  utilização desses genes em transformação genética em 
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There is a growing demand for renewable energy, and sugarcane is a promising
bioenergy crop. In Brazil, the largest sugarcane producer in the world, sugarcane
plantations are expanding into areas where severe droughts are common. Recent
evidence has highlighted the role of miRNAs in regulating drought responses in several
species, including sugarcane. This review summarizes the data from miRNA expression
profiles observed in a wide array of experimental conditions using different sugarcane
cultivars that differ in their tolerance to drought. We uncovered a complex regulation
of sugarcane miRNAs in response to drought and discussed these data with the
miRNA profiles observed in other plant species. The predicted miRNA targets revealed
different transcription factors, proteins involved in tolerance to oxidative stress, cell
modification, as well as hormone signaling. Some of these proteins might regulate
sugarcane responses to drought, such as reduction of internode growth and shoot
branching and increased leaf senescence. A better understanding on the regulatory
network from miRNAs and their targets under drought stress has a great potential to
contribute to sugarcane improvement, either as molecular markers as well as by using
biotechnological approaches.
Keywords: sugarcane, drought stress, miRNAs, transcription factors, drought tolerance, cross-species
comparisons
SUGARCANE: A COMPLEX GRASS
Sugarcane (Saccharum ssp.) belongs to the family Poaceae, sub-
family Panicoideae and tribe Andropogoneae. The family contains
13 subfamilies (Sánchez-Ken et al., 2007), comprising a mono-
phyletic clade that shows some particularities, such as the pres-
ence of a caryopsis fruit and a well-differentiated lateral embryo,
a unique combination amongmonocotyledonous plants (GPWG,
2001). The tribe Andropogoneae contains species that are mostly
polyploid and perennial and have a C4 photosynthetic mecha-
nism (Clayton and Renvoize, 1982). It is one of the largest tribes
of the Poaceae family and is widely distributed in tropical and
subtropical regions of the world (Clayton and Renvoize, 1982;
Sánchez-Ken and Clark, 2010).
Sugarcane, a crop of great worldwide economic importance, is
responsible for approximately 75% of the global sugar production
(Commodity Research Bureau, 2015), and is becoming increas-
ingly relevant in the production of renewable energy. Sugarcane
is a unique crop regarding the ability to accumulate sucrose, that
can reach levels up to 50% of dry weight in its stalks (Botha and
Black, 2000). Brazil stands out as the main producer of sugarcane,
with a cultivated area estimated to be approximately 8.8 million
hectares (as of the 2013/2014 harvest), producing more than 600
million tons, of which 46% was used for sugar production and
54% was used for ethanol production (Conab, 2013).
The cultivars that are grown worldwide are multi-species
hybrids resulting from classical breeding, known as Saccharum
spp. The species Saccharum officinarum was the basis for breed-
ing programs, due to the high levels of sucrose in its stem, but
this cultivar has low levels of resistance to diseases. S. spontaneum
is another important species in the breeding program, mainly due
to its characteristics of strength and resistance to pests (Miranda
et al., 2008).
Sugarcane has one of the most complex genomes of all culti-
vated plant species, with a high chromosome number and high
degree of aneuploidy (D’Hont et al., 1996). The modern hybrids
have between 100 and 120 chromosomes; 70–80% of the chro-
mosomes belong to S. officinarum, 10–23% of the chromosomes
originated from S. spontaneum, and 8–13% of chromosomes are
derived from recombination between the species (Piperidis et al.,
2010). Despite this complexity, sugarcane has been subjected
to genetic mapping using several types of molecular markers
(Cordeiro et al., 2001; Ming et al., 2002a), which enabled the
identification of QTLs, principally related to sugar yield, cane
yield, fiber content and sucrose content (Ming et al., 2002b,c;
Pastina et al., 2012). Comparative mapping between sugarcane
and sorghum (Sorghum bicolor), another C4 grass, showed high
synteny between the genomes, with 84% of the loci mapped using
242 probes presenting homology between these species, indi-
cating their high conservation, that reaches 95.2% of sequence
identity in the coding region (Ming et al., 1998; Asnaghi et al.,
2000; Dillon et al., 2007; Wang et al., 2010b). Because the sug-
arcane genome has not been sequenced until now, sorghum has
become a good reference genome for analyses involving sugarcane
due to the high gene identity found between these two species
(Jannoo et al., 2007;Wang et al., 2010b). Determining the genome
sequence in complex organisms such as sugarcane is a complex
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task mainly due to the presence of a large fraction of repetitive
DNA, that makes genome assembly very difficult (Setta et al.,
2014). Therefore, the sequence of the sorghum genome can be
used as reference, to guide the assembly of sugarcane sequences,
providing a working draft of the entire sequence. Moreover, due
to the high sequence identity between sugarcane and sorghum,
it is possible to align to the sorghum genome partial sequences
from sugarcane, allowing, for example, to identify the putative
sequences of an entire mRNA or even miRNA precursors. Even
though, the need of a reference genome from sugarcane is essen-
tial. This would allow, for example, to identify promoter regions,
that usually are less conserved between species, and in the case
of miRNAs, to clone the entire miRNA precursors. Also, as the
sequencing costs decline, soon the sequencing by genotyping
strategy will be feasible. This will allow the identification of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) that can be associated to sev-
eral useful agronomical traits, generating new molecular markers
for sugarcane breeding programs (Setta et al., 2014).
DROUGHT STRESS IN SUGARCANE
Sugarcane development can be divided into four stages: germi-
nation, tillering, grand growth and maturity (Gascho and Shih,
1983). Each of these stages is affected in different ways by water
stress. Because a reduction in growth rates is one of the con-
served evolutionary responses that plants activate in response to
drought, the tillering and grand growth phases are known to
be critically affected by water scarcity (Ramesh, 2000; Inman-
Bamber and Smith, 2005). Unfortunately, up to 80% of sugarcane
yield is produced during these two phases (Singh and Rao, 1987).
The sugarcane crop cycle, from cane planting and harvest of
mature cane, usually takes from 12 to 18 months. A plant crop
refers to the plants grown for the first time after planting. Once
the above ground plant part is harvested, it will regrowth, giving
rise to a new plant that will be harvest again. This cycle usually
has one plant crop and 3 to 4 ratoon (regrowth) crops. Typically,
farmers have about 20% of their area with “new” plants (i.e., cane
that will be harvest for the first time). Therefore, unlike other
crops with shorter life cycle, such as maize, soybean and wheat,
sugarcane farmers do not have any flexibility to avoid dry seasons,
because sugarcane will face climate up and downs that take places
along the entire year.
Drought causes several effects in sugarcane. There is evidence
that stomata closure, intended to reduce water loss, is triggered
by a combination of the water status of adjacent cells, intensity
of photon flux (Assmann and Grantz, 1990) and the water deficit
sensed by roots (Smith et al., 1999). As expected, drought reduces
transpiration and photosynthesis and increases leaf temperature
(Rodrigues et al., 2009, 2011; Graça et al., 2010). Sugarcane culti-
vars differ in their responses to drought stress. Usually, the assays
to infer the tolerance to drought are done using different culti-
vars that are ranked according to their yield under drought stress
(Kumar, 2005; Silva et al., 2007; Ribeiro et al., 2013). Stalk yield
and the content of soluble solids in the stalk juice usually are the
key parameters used by breeders to classify the degree of tolerance
to drought in sugarcane genotypes. This is because sugarcane pro-
ductivity is based in these two indexes. Therefore, although most
cultivars show decreased yields under drought, some are more
affected than others. Interestingly, a cultivar considered as sensi-
tive to drought, i.e., reduced yield under drought stress, may be
considered a useful cultivar. For example, Ribeiro et al., found
that cultivar IACSP86-2042 had a 50% reduction in stalk yield
under drought stress, much higher than IACSP94-2094 (29%
reduction) and SP87–365 (no reduction). However, the absolute
stalk yield of these cultivars were similar under drought condi-
tions; i.e., IACSP86-2042 had a much higher productivity under
non-stressful conditions (234% higher than SP87–365 and 50%
higher than IACSP94-2094).
Losses due to drought are not unusual and almost every
year, some sugarcane growing regions suffer mild to severe water
shortages, as has been reported in Brazil (Table 1). Therefore,
drought can cause major economic losses for sugarcane grow-
ers. Interestingly, a mild drought stress can have a positive impact
on sugarcane yield. It is a common practice namely in countries
that use irrigation, to apply a period of drying off (water with-
held) at the end of the season. The drying off period has several
benefits: save water and therefore costs associated with irrigation,
reduces soil compaction during harvest and may even increase
sucrose content (Robertson and Donaldson, 1998; Singels et al.,
2000; Inman-Bamber, 2014). The increase in sucrose content may
be due to the fact that growth is more affected than photosyn-
thesis and therefore, assimilated CO2 can be diverted from leaf
and culm growth to sucrose accumulation in the culm. Therefore,
the regulation of sugarcane responses to drought certainly will
have differences with those observed from other crops and model
plants.
MicroRNAs
In addition to having conserved functions that extend beyond
development, microRNAs (miRNAs) play crucial roles in the
regulation of plant responses to several stimuli (Bartel, 2004),
acting like a buffer for plant molecular dynamics. miRNAs
Table 1 | Estimated losses in sugarcane fields due to drought stress.
Year Region Losses Rain (mm H20)/
percentage of
the expected rain
2008 São Paulo State 6.3% (Castro, 2008) 419.5/49%















2013 Paraiba State 30% (G1 Agency,
2012; Silva, 2013)
n.a./up to 58.7%





2014 Ribeirão Preto (São
Paulo State)
15% (Palhares, 2014) 480/51.6%
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are a class of small, non-coding RNAs of approximately 21
nucleotides in length that are endogenous to both plants and
animals (Bartel, 2009; Carthew and Sontheimer, 2009) and func-
tion to regulate gene expression by sequence-specific interaction
with target mRNAs (Bartel, 2004; Chapman and Carrington,
2007). Conserved miRNAs mainly regulate transcription factors
involved in basic functions, such as cell division, hormonal con-
trol ormeristem development (Garcia, 2008). miRNAs arose from
genome duplications and rearrangements and, for this reason,
frequently have many copies (Voinnet, 2009). However, some
recent miRNAs are thought to be represented by single-copy
genes that are not conserved in phylogenies (Zhang et al., 2008b).
In plants, most MIR genes possess their own transcriptional
unit and are transcribed by RNA polymerase II (Pol II) into a
primary miRNA (pri-miRNA) (Lee et al., 2004). The pri-miRNA
forms an imperfect foldback structure, ranging from hundreds to
thousands of bases (Zhang et al., 2009). These structures are sta-
bilized by the addition of a 5′ 7-methylguanosine cap and a 3′
polyadenylated tail (Jones-Rhoades and Bartel, 2004; Xie et al.,
2005; Zhang, 2005).
In nuclear processing centers called D-bodies (or
SmD3/SmD3-bodies), the pri-mRNA is processed into a
stem-loop precursor (pre-miRNA) and generates a double-
stranded RNA duplex via a Dicer-like protein (DCL), a nuclear
RNase III-like enzyme, and two RNA-binding proteins named
HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) and the C2H2-zinc finger
protein SERRATE (SE) (Kurihara et al., 2006; Lobbes et al., 2006;
Fang and Spector, 2007).
The pre-miRNAs range from 60 to >400 nt in size (Xuan
et al., 2011), and the double-strand RNA duplex, also called
miRNA/miRNA*, ranges from 19 to 24 nt long (Reinhart et al.,
2002; Bartel, 2004). The precise release of miRNA duplexes
from the pre-miRNAs is both structure- and sequence-dependent
(reviewed by Naqvi et al., 2012; Rogers and Chen, 2013), while
the size is dependent on the action of the DCL family member
(Margis et al., 2006); DCL1 produces small RNAs of 18–21 nt,
while those of DCL2, DCL3, and DCL4 are 22 nt, 24 nt, and 21
nt, respectively (Voinnet, 2009). In plants, most miRNAs are pro-
cessed by DCL1 (Reinhart et al., 2002) and are predominately 21
nt long (Chen et al., 2010).
The short double stranded RNAs (dsRNAs) that result from
DCL processing have 2-nt 3′ overhangs and are methylated at
their 3′ ends by the methyltransferase HEN-1 (Yu et al., 2005;
Fang and Spector, 2007). This step protects dsRNAs from uridy-
lation and subsequent degradation (Li et al., 2005).
The exact form in which miRNA/miRNA∗ duplexes are trans-
ported across the nuclear membrane is unclear. In the cytoplasm,
one of the strands, called the mature miRNA, is incorporated into
an Argonaute protein (AGO) to form the RNA-induced silenc-
ing complex (RISC), and the miRNA* strand is usually degraded
(Reinhart et al., 2002; Bartel, 2004; Voinnet, 2009).
Similar to the DCL family, the Argonaute family also has sev-
eral members, and AGO1 is generally associated with miRNA
biogenesis (Vaucheret, 2008). The process of choosing themiRNA
strand that incorporates the complex is dependent on the thermo-
dynamic stability of the 5′ portion of the duplex; the strand with
the lower stability is incorporated by AGO1 (Eamens et al., 2009).
The incorporated mature miRNA guides the RISC to scan the
cytoplasm to find a specific target mRNA by base pairing, lead-
ing to mRNA cleavage or translational repression (Bartel, 2004).
Therefore, in most cases, miRNAs will reduce the expression of
their target mRNAs.
miRNAs MODULATED BY DROUGHT IN SUGARCANE
There are several miRNAs that have been identified in a wide
array of species, but only a few studies have been performed to
identify the mature miRNA sequences and analyze their expres-
sion in response to drought stress in sugarcane (Ferreira et al.,
2012; Thiebaut et al., 2012; Gentile et al., 2013). Sugarcane is a
complex polyploid and until now its genome sequence has not
been obtained. Therefore, unlike model species with sequenced
genomes such as Arabidopsis thaliana, miRNA characterization
studies aremuchmore complicated. For example, miRNA precur-
sors are highly unstable, making their detection in the sugarcane
EST collection (Vettore et al., 2003) very difficult. A sequenced
genome would facilitate the discovery of these precursors. This
is particularly relevant for the discovery of novel miRNA, since
the finding of a precursor is a pre-requisite to consider a new
sequence as a miRNA. Similarly, the discovery of miRNA tar-
gets is greatly facilitated when the complete genome is available.
Therefore, the use of the genome of sorghum, a closely related
species as mentioned above, is a key strategy to overcome this
limitation.
Even though, in one study (Thiebaut et al., 2012), eight sug-
arcane cultivars were classified into two groups based on their
tolerance to drought. Plants were grown in a greenhouse for three
months and then submitted to drought stress by withholding irri-
gation for 24 h. Although the number of detected miRNAs was
higher in the more tolerant cultivars, no miRNA was found to
be induced by drought under these conditions (Thiebaut et al.,
2012).
In the other two works, two sugarcane cultivars that differ
in their tolerance to drought stress, RB867515 (higher tolerance,
HT) and RB855536 (lower tolerance, LT), were either grown in
a greenhouse for three months and then kept without water for
2 or 4 days (Ferreira et al., 2012) or field-grown for 7 months
under irrigation or without irrigation (rainfed) (Gentile et al.,
2013). Thirteen families of mature miRNAs were found in the two
sugarcane cultivars studied (Table 2).
Different expression profiles of the miRNAs were observed,
depending on the cultivar, the growth conditions and the type
and duration of stress. Some miRNAs were found only in plants
that grew in the greenhouse (ssp-miR164, ssp-miR397 and spp-
miR399-seq1), while others were found only in field-grown plants
(ssp-miR160-seq1, ssp-miR160-seq3, ssp-miR166, ssp-miR169,
ssp-miR171 and ssp-miR172). This most likely reflects differences
in the growth conditions, with field grown-plants giving a better
picture of the real growth conditions that plants face in nature.
However, some miRNAs had opposing expression profiles
depending on the cultivar, such as ssp-miR164, ssp-miR399-
seq2 and ssp-miR1432 (up-regulated by drought in one culti-
var and down-regulated in the other). In the experiment con-
ducted in the field, a higher number of miRNAs were mod-
ulated by drought, and many of them showed a repressed
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Table 2 | miRNAs identified in two sugarcane cultivars differing in their tolerance to drought stress.
RB867515 (higher tolerance, HT) and RB855536 (lower tolerance, LT), were either grown in a greenhouse for 3 months and then without water for 2 or 4 days or
field-grown for 7 months under irrigation or without irrigation (rainfed). The different miRNAs were marked as induced by drought (a green box with a + sign) or
repressed by drought (a red box with a − sign).
profile (ssp-miR166, ssp-miR169, ssp-miR171 and ssp-miR172,
among others), while others changed from down-regulated to up-
regulated (spp-miR399-seq2 and ssp-miR1432) depending on the
cultivar.
The timing of stress also affected the miRNA expression pro-
file. For example, comparing greenhouse-grown plants that were
stressed for 2 or 4 days, ssp-miR397 showed an altered expression
profile, changing from induced to repressed, while ssp-miR399-
seq1 remained invariantly down-regulated. The other miRNAs
found in the greenhouse-grown plants had variable expression
profiles, without a specific pattern. After 7 months, five miR-
NAs from the rainfed field-grown plants presented the same
profile in both cultivars; two were induced (ssp-miR160-seq3
and ssp-miR399-seq3) and three were repressed (ssp-miR166,
ssp-miR171 and ssp-miR396). Only two miRNAs (ssp-miR399-
seq2 and ssp-miR1432) had opposite profiles among the different
cultivars.
As a summary, by evaluating two sugarcane cultivars that
differ in their level of drought tolerance according to their per-
formance under field conditions (Gentile et al., 2013), a total of
16 mature miRNAs were found (Figure 1). Among the cultivars,
we found that 15 mature miRNAs were differentially expressed
and identified in the cultivar with higher tolerance to drought
(HT, Figure 1A), while 14 were found in the cultivar with lower
tolerance (LT, Figure 1B). We found that only two miRNAs (spp-
miR394 and ssp-miR528) were shared among the different stress
durations (2 days, 4 days, and 7 months) and two growing
conditions (greenhouse and field) (Figure 1C).
It is remarkable that the expression patterns of the major-
ity of the miRNAs did not display clear correlations with the
differences in drought tolerance observed in the two sugarcane
cultivars. Only ssp-528 presented a consistent induction in the
RB867515 cultivar, which has high tolerance to drought (Table 2).
The miRNA expression profiles were influenced by the genetic
background from the distinct sugarcane cultivars, and this was
more evident under greenhouse conditions. These data suggest
that miRNAs do not fully explain the different levels of drought
tolerance observed in the sugarcane cultivars.
Several studies in other plants species also have identified miR-
NAs that are modulated by drought (Table 3). Until now, the
majority of the miRNAs associated with this stress were induced
by drought. Rice (Oryza sativa) is the plant with the largest num-
ber of identified miRNAs that are modulated by drought (35
miRNAs, Tables 3, 4). Barley (Hordeum vulgare) was the plant
with the lowest number of identified miRNAs related to drought
(4 miRNAs, Table 3). Bean (Phaseolus vulgaris)was the only plant
species that had only induced miRNAs (6 miRNAs).
However, similar to the results in sugarcane, the expres-
sion pattern for a given miRNA was variable depending on
the genetic background (species), type of drought treatment
(PEG, dehydration, mannitol), tissue (leaves, seedlings, spikelets,
roots), cultivar and growth condition (greenhouse, field, hydro-
ponic). The miRNA that was differentially expressed in the most
species was miR396 (9 species), followed by miR171, which is
present in 8 plant species (Table 3). However, no miRNA was
always induced or repressed in all the plant species analyzed.
Moreover, no miRNA was differentially expressed in all plant
species. Interestingly, sugarcane had the most variable miRNA
expression profile, most likely reflecting the different cultivars,
treatments and tissues that have been analyzed.
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FIGURE 1 | Diagram of all the differentially expressed mature miRNAs
found in sugarcane. miRNAs found among the different stress times (2
days, 4 days, and 7 months) under greenhouse (GH) and field-grown
(FIELD) conditions in the more tolerant cultivar (RB867515, HT) (A), in the
less tolerant cultivar (RB855536, LT) (B) or in both genotypes together (C).
SUGARCANE miRNA TARGETS
Plant miRNAs directly affect their target genes by nearly perfect
base pairing complementarity, leading to cleavage or transla-
tion repression of these genes. Plant microRNAs can be classified
into several different families, and the members of each family
have very similar mature sequences. It has been reported that
conserved miRNAs from the same family may have the same
target genes in different species, as shown in the two model
plants Arabidopsis thaliana and O. sativa (Cuperus et al., 2011).
Combining data sets from high-throughput sequencing studies,
Cuperus et al. (2011) identified eight miRNA families with a com-
mon ancestry in all embryophytes and a range of other families
that share similar members between eudicots. The high similarity
between the miRNA species in different plants allowed the devel-
opment of tools for the prediction and validation of the target
genes that are regulated by these miRNAs.
Several freely available tools are dedicated to the pre-
diction of miRNA targets in plants and have been widely
used (Rhoades et al., 2002; Jones-Rhoades and Bartel, 2004;
Fahlgren and Carrington, 2010). Ready-to-use online tools
include RNAHybrid (Krüger and Rehmsmeier, 2006), UEA
sRNA-tools (Moxon et al., 2008), Target-Align (Xie and
Zhang, 2010), psRNAtarget (Dai and Zhao, 2011) and PMTED
Table 3 | miRNAs identified in several plant species under drought
stress.
(Continued)
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Table 3 | Continued
In the table, the different miRNAs were marked as induced by drought (a green
box with a +), repressed by drought (a red box with a −), variably induced (a
yellow box with a V), simply identified but not differentially expressed (ID) or NF
(not found). No information is available for the miRNAs boxed with no mark in
Panicum. The variable induction (V) is explained further the bottom of the table,
depending on the cultivars, treatments, tissue or miRNAs species analyzed.
References - Sugarcane: Thiebaut et al. (2012), Ferreira et al. (2012), Gentile et al.
(2013); Rice: Zhao et al. (2007), Sunkar et al. (2008), Shen et al. (2010), Zhou
et al. (2010), Shaik and Ramakrishna (2012), Xia et al. (2012), Mutum et al. (2013);
Hordeum: Kantar et al. (2010); Wheat: Kantar et al. (2011); Brachypodium: Budak
and Akpinar (2011); Bertolini et al. (2013); Panicum: Sun et al. (2012); Arabidopsis:
Sunkar and Zhu (2004), Liu et al. (2008), Chen et al. (2012), Li et al. (2012); Prunus:
Eldem et al. (2012); Phaseolus: Arenas-Huertero et al. (2009); Soybean: Li et al.
(2011b), Ni et al. (2012); Ni et al. (2013); Tobacco: Frazier et al. (2011); Populus: Li
et al. (2011a), Ren et al. (2012), Shuai et al. (2013).
(Sun et al., 2013). All of these use algorithms that rely mostly on
sequence complementarity analysis, implementing filtering crite-
ria that aim to simulate the target recognition process that occurs
within the RISC complex (Bartel, 2009). The first algorithms that
was developed for target identification in plants required only that
the miRNA:mRNA alignment did not exceed four mismatches,
regardless of the position or nature of thosemismatches. Recently,
more sophisticated approaches have been successfully increasing
target prediction results in several plant species, including sugar-
cane (Zanca et al., 2010). They were developed using a scoring
system that differentiates gaps, simple mismatches, G:U pairing
and consider the position at which these features occur in the
alignment (Zhang et al., 2006). However, each of these tools uses
different implementations of these criteria, whichmay be a source
of divergent results.
The proliferation of target prediction tools over the last 10
years makes the choice and evaluation of their results a challenge.
A recent study, by Srivastava et al. (2014), showed how 11 plant
miRNA target prediction tools compare to each other. Most of
the tested tools use modifications of the Smith-Waterman align-
ment algorithm (which is very precise, with low computational
cost for short sequences). The best ranked tools make their pre-
dictions by coupling alignment results with programs that access
secondary structure of RNA molecules and parameters based on
the most recent findings on miRNA:Target recognition. The fact
that all of the plant-specific tools have been developed and trained
using Arabidopsis miRNAs explains the high overlap between
their analysis, and also the lower success rate in predictingmiRNA
targets in non-model organism. Non plant-specific algorithms
present large number of predictions with very low precision.
The results described by Srisvastava et al. also show that,
although still highly skewed toward Arabidopsis, a number of
tools perform well when predicting targets from other plant
species, given that the user sets optimized parameters for the anal-
ysis. The most reliable and rapidly obtained results were observed
with Targetfinder (Fahlgren et al., 2007), psRNAtarget (Dai and
Zhao, 2011) and TapirHybrid (Bonnet et al., 2010).
It is noteworthy that algorithms that use prediction crite-
ria beyond the concept of high sequence complementarity are
amongst the best performers. But, as highlighted by the authors,
the occurrence of false negatives suggests there are important
target recognition details still to be uncovered. Therefore, when
working with species other than Arabidopsis, users are advised to
avoid default settings of those tools. The recommended approach
is to use an experimentally validated dataset as control, from the
same species or the closest relative, to adjust the parameters of the
algorithm.
The degradation rate of a particular miRNA seems to be highly
dependent on its target abundance and complementarity. After
the cleavage of a target, the miRISC (miRNA and RISC com-
plex) must survive; if this complex is not maintained, the released
miRNA could form another miRISC, and another round of tar-
geting would occur (Meng et al., 2011). Because the induction or
repression of a particular miRNAmay depend on stresses and cell
type, it is expected that additional non-conserved miRNAs will
be discovered as experiments with a wide array of conditions are
performed.
Few studies have presented data on the expression of tar-
get genes in sugarcane (Zanca et al., 2010; Ferreira et al., 2012;
Thiebaut et al., 2012; Carnavale-Bottino et al., 2013; Gentile et al.,
2013; Ortiz-Morea et al., 2013), and only a fraction of these are
related to drought stress (Ferreira et al., 2012; Thiebaut et al.,
2012; Gentile et al., 2013). In fact, in most cases, researchers
rely on RT-qPCR expression pattern analysis of possible tar-
gets that were previously predicted by in silico tools. Basically,
these tools analyze the complementarity between a miRNA and
a transcript and calculate the unpaired energy (UPE) that would
be necessary to open the secondary structure around the small
RNA target site on the mRNA (Zanca et al., 2010; Dai and
Zhao, 2011). A recent approach for target validation is 5′ RLM-
RACE (Llave et al., 2011), which provides the amplification of
the 3′ cleavage product from themiRNA:target interaction events.
However, the validation of the cleavage of miRNA targets under
drought stress by this approach in sugarcane has not yet been
reported. It is worth noting that miRNAs may interfere with
gene expression by causing mRNA cleavage or by blocking mRNA
translation.
In spite of the wide array of bioinformatics tools that can be
used as first approach to identify putative targets, few reports
in humans, animals and plants have used experimental tools
to further prove the true targets of a particular miRNA. It is
beyond the scope of this review to discuss the experimental strate-
gies that can be used as well as their limitations, since this has
been addressed by several reviews on this subject (Thomson
et al., 2011; Ding et al., 2012; Moqadam et al., 2013). In gen-
eral, a first approach is to check if the miRNA::target pair
has opposed expression patterns, i.e., when the miRNA is up-
regulated, the target is down regulated and vice-versa. In another
approach, a construct containing the miRNA binding site in
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Table 4 | miRNAs identified under drought stress in Oryza sativa.
In the table, the different miRNAs were marked as induced by drought (a green box), repressed by drought (a red box), variably induced (a yellow box). a15% PEG: 0,
0.5, 2, 6, 24, and 48 h; bDehydrated for 12 h; c In pots: at tillering stage, water was withheld. Collected samples at 8, 10, 12, and 14 DAW (days after water withheld).
At flowering stage, collected at 5 and 6 DAW.
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the coding region of the luciferase gene or in the 3′UTR is co-
expressed with another construct overexpressing the miRNA.
Decreased levels of luciferase can be observed in those cases
where a true miRNA::target interaction takes place, as observed
by Liu et al. (2014). The cleavage site in the mRNA can also
provide an experimental evidence of miRNA action, by using
RNA ligase mediated- 5′ rapid identification of cDNA ends
(5′ RLM-RACE), as firstly observed for miR171 and a mem-
ber of the Scarecrow-like (SCL) transcripton factor (Llave et al.,
2002).
However, these and several other strategies aiming a sin-
gle miRNA::target pair are work intensive. They are not suit-
able to address the challenge of evaluating the high number of
miRNA::targets interactions predicted in miRNA expression pro-
filing methods using DNA chips or RNAseq. A straightforward
method to address this challenge is the analysis of the degradome.
This strategy allows the sequencing of the entire set of cleavage
products derived from all miRNAs in a sample, allowing the map-
ping of the exact cleavage site (Addo-Quaye et al., 2008; German
et al., 2008). Clearly, with the decreasing costs of DNA sequenc-
ing, the research on sugarcane miRNAs will soon benefit from
these high throughput technologies.
miRNAs AND SUGARCANE RESPONSES TO DROUGHT
The miRNA expression patterns and the predicted targets
described in the previous works with sugarcane under greenhouse
and field conditions (Ferreira et al., 2012; Gentile et al., 2013)
provide a working model of the defense strategies that might be
regulated by miRNAs in sugarcane exposed to drought.
Plants grown under field conditions had increased levels of
ssp-miR166 when stressed by drought. This miRNA targets tran-
scription factors from the homeobox-leucine zipper. The overex-
pression of a transcription factor from this family caused reduced
internodes in the model plant Arabidopsis thaliana. Interestingly,
reduced stalk length is one of the most remarkable phenotype
in sugarcane plants exposed to drought (Inman-Bamber and
Smith, 2005; Silva et al., 2008, and references therein). Therefore,
reduced ssp-miR166 would increase the levels of the transcription
factor that is involved in shortening the internodes.
ssp-miR171, was also repressed by drought under field con-
ditions, targets a sugarcane gene encoding a protein with high
identity to members of the scarecrow-like transcription factor
(SCL—GRAS domain protein) family. The Arabidopsis homologs
of this protein induce shoot branching and are targets of miR171,
and overexpression of miR171 caused reduced shoot branching in
transgenic plants (Wang et al., 2010a). Shoot branching is reduced
under drought stress in sugarcane, compromising plant survival
and reducing crop productivity (Inman-Bamber and Smith, 2005;
Silva et al., 2008; Kapur et al., 2011). Decreased levels of ssp-
miR171 and conversely increased levels of the SCL transcription
factor, could be a sugarcane response to counteract the deleterious
effects of drought on tillering.
ssp-miR160 was up-regulated in response to drought in field-
grown plants. This miRNA targets a sugarcane gene that has
high identity to the VNI2 protein from Arabidopsis. This pro-
tein repress the activity of a transcription factor, VASCULAR-
RELATED NAC-DOMAIN7 (VND7), that is a master inducer
of xylem formation (Yamaguchi et al., 2010). Although, to our
knowledge, there are no works showing xylem differentiation in
response to drought in sugarcane, this response has been observed
in poplar trees (Arend and Fromm, 2007). Therefore, ssp-miR160
induction could lead to decreased levels of VIN2, releasing the
action of VND7, that would work in xylem differentiation. This
could, in turn, improve the ability of sugarcane plants to transport
water.
Delaying leaf senescence is an agronomical trait that has a
positive impact on plant yield under drought stress, as observed
in sorghum (Borrel et al., 2000). Moreover, increased levels
of isopentenyltransferase, the rate-limiting step of cytokinin
biosynthesis, delay senescence in transgenic tobacco plants and
increase drought tolerance (Rivero et al., 2007). Leaf senescence
is observed in sugarcane plants under drought stress and is cor-
related with decreased crop productivity (Inman-Bamber, 2004;
Lopes et al., 2011). ssp-miR399 is induced by drought in field
grown sugarcane and targets a protein associated with leaf senes-
cence inmaize. Increased levels of this miRNA could be a response
to keep a green leaf phenotype, allowing sugarcane plans to
sustain photosynthesis for a longer period under stress.
As observed in many other species, drought induces oxidative
stress in sugarcane, increasingH2O2 content and the levels of lipid
peroxidation (Cia et al., 2012). A miRNA, ssp-miR169, repressed
by drought in one sugarcane cultivar grown in the filed, targets
a glutathione S-transferase (GST). These enzymes are involved
in the detoxification of compounds generated during stress and
transgenic plants overexpressing GSTs have increased tolerance
to oxidative stress and water deficit (George et al., 2010; Ji et al.,
2010). Reduced levels of ssp-miR169 could increase GST levels
and therefore reduce the toxic effects of reactive oxygen species.
miRNA expression profiles also revealed a range of transcrip-
tion factors that may be involved in plant responses and tolerance
to drought stress (Table 5). We found many transcriptions fac-
tors, such as NAC domain, homeobox-leucine zipper, Nuclear
Factor YA, GRAS/SCL, APETALA2 and bZIP transcription fac-
tors. All of these have been described as being related to drought
stress and/or increasing tolerance to water stress when overex-
pressed in other plants (Dezar et al., 2005; Nelson et al., 2007;
Stephenson et al., 2007; Li et al., 2008; Ma et al., 2010; Ditt et al.,
2011; Golldack et al., 2011; Krishnaswamy et al., 2011). Other tar-
gets encode a wide array of proteins. A NSP-interacting kinase
(NIK), which is a member of the serine/threonine kinase sub-
family that is involved in plant development and responses to
external stimuli. An auxin receptor that specifically binds to a
repressor that is then degraded, allowing the expression of genes
related to auxin, was also found (Dharmasiri et al., 2005). In
addition to these targets, a GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), which is involved in generating more ATP, and
a pyruvate dehydrogenase enzyme, involved in carbon balance
during the stress (Chaves et al., 2009) were also identified. An
inorganic pyrophosphatase 2-like was found among the targets
and has already been reported to confer tolerance to drought
stress when overexpressed in several plants (Gaxiola et al., 2001;
Park et al., 2005; Zhang et al., 2011). Finally, some enzymes were
identified as involved in cell modifications, such as laccases, that
reduce cell elongation during drought stress (Cachorro et al.,
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Table 5 | Target prediction for the miRNAs that were differentially expressed in drought-stressed sugarcane plants.
MicroRNA Experiment Target Acc GenBank Acc Target Description (PS RNATarget)
sspmiR160-seq 1 Field SCCCLR1C04H01.g ------- NAC domaincontaining protein 68-like
(Brachypodium distachyon)
ssp-miR164 Greenhouse SCEPRT2048G05.g CA138286 NAC transcription factor (Hordeum
vulgare)
ssp-miR164 Greenhouse SCCCAM1001A03.g CA070971 MDR-like ABC transporter (Oryza sativa -
Japonica Group)
sspmiR166-seq 3 Field SCRFLR1034E12.g CA125267 Homeobox-leucine zipper protein HOX32
(Oryza sativa)
sspmiR169-seq 2 Field SCACST3157E03.g CA180615 Nuclear transcription factor Y subunit A-10
(Zea mays)
sspmiR171-seq 2 Field SCJFAD1013C10.g CA067246.1 CA067169.1 Scl1 protein (Oryza Sativa – Japonica
Group)
sspmiR172 Field SCJLRT1022F08.g CA135950.1 CA135877.1 Floral homeotic protein APETALA 2-like
(Brachypodium distachyon)
ssp-miR394 Greenhouse SCQGAM2027G09.g CA086777 Glyceraldehyde-3-Phosphate
dehydrogenase (Triticum aestivum)
sspmiR394 Field SCUTLR1037A06.g CA126572 Protein N5P-interacting kinase 1-like
(Brachypodium distachyon)
ssp-miR528 Greenhouse SCJFRT2058D11.g CA141137 UBX domain-containing protein (Oryza
brachyantha)
sspmiR528 Field SCCCCL1002D10.b CA092987 Pyruvate dehydrogenase El alpha subunit
ssp-miR397 Greenhouse SCQSAD1056B07.g CA067772.1 CA067688.1 Laccase-23-like (Brachypodium distachyon)
ssp-miR1432 Greenhouse Field SCSFFL4085D03.g CA244979.1 CA244895.1 ABRE-binding factor BZ-1 bZIP
transcription factor1 (Zea mays)
ssp-miR393 Greenhouse TC120009 CA079863 CA080651 CA173890 Auxin-responsive factor TIR1-like protein
(Populus tomentosa)
ssp-miR399seq1 Greenhouse SCACHR1037A06.g CA101430 Inorganic pyrophosphatase 2-like
(Brachypodium distachyon)
sppmiR399-seq 3 Field SCJFLR1017A12.g CA122207 Senescence-associated like protein (Zea
mays)
Target Acc: the accession number in the SUCEST or SoGI databases; GenBank Acc: the accession number in the GenBank database; Target description: a description
of the target according to a BLAST search of the GenBank database, including the name of the organism producing the best hit.
1993). These results showed that the sugarcanemiRNAs identified
under drought stress could regulate different genes that function
in several metabolic pathways, indicating the plasticity and the
complexity of sugarcane responses to this stress.
CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES
In this review, we have evaluated studies describing the expres-
sion profiles of miRNAs from sugarcane under drought stress.
Cultivars that differ in their level of drought tolerance were
grown under different conditions and stressed in different ways.
Our analysis provides insights into the complexity of the sug-
arcane miRNA regulatory network under drought stress. Few
studies have evaluated plant responses under real field con-
ditions, and we found that these responses differ consider-
ably from those observed in the greenhouse. The different
genetic background of the cultivars used in the sugarcane stud-
ies highlight a new layer of complexity in miRNA expression.
Interestingly, this complexity observed in sugarcane was also
detected in other plant species. Taken together, the data from
miRNA expression under drought stress suggest that plants
may adjust their microtransptome in a variety of ways to
cope with different phases and intensity of drought stress and
that these responses may be fine-tuned in particular genetic
backgrounds.
This complexity of expression patterns urges us to move
toward functional assays and the use of mutants with decreased
or increased expression of selected miRNAs. These mutants could
be produced, for example, by overexpressing or silencing miRNA
precursors in transgenic plants, and will be extremely helpful in
assessing the role of miRNAs in drought responses.
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Setaria viridis transformation protocol 
 
I. Callus induction 
 Remove seed coats. The seed coats are removed because it increases the germination 
percentage. The seeds coats are removed mechanically with the homemade apparatus 
 Sterilize seeds with 10% bleach + 0,1% tween for 3 minutes, gently rocking the tube.  
o Seeds are placed in a 1,5mL, sterile, disposable, microcentrifuge tube. 700 ul 
of the bleach solution are used 
 Rinse seeds 3 times with sterile water 
 Cover the Petri plate with sterile filter paper and dispose the sterile seeds on it. Cover 
the seeds with another sterile filter paper and embed them into water. Put the plate at 
4°C overnight.   
 Plate out seeds with the embryos facing upwards onto CIM medium. Plate only 15-17 
seeds per plate. Maintain these cultures and subsequent callus cultures in the dark at 
24°C 
 3 – 4 weeks later subculture to CIM, removing seedling structures and selecting the 
more defined, solid, creamy/yellow callus away from filamentous and gelatinous callus 
 Every 2 – 3 weeks later subculture to a new CIM medium until the infection process. 
Do not maintain callus in culture for over 6 months 
 One week before the transformation the calli should be divided into 3mm pieces and 
subcultured to a new CIM medium. Four plates with high density of calli should be 
used for each construction. 
 
CIM 
4.3g/L  MS salts 
1mL/L   Modified MS vitamins 
40g/L  Maltose 
100mg/L Myo-Inositol 
1mL/L  CuSO4.5H2O (0,6mg/l; final concentration) 
pH to 5.8 






25mL for each 100x20mm petri plates 
 
 
II. Agrobacterium preparation 
 
 We used the strain EHA105 for transformation. This strain is similar to AGL1, but 
without the virulence gene VirG inserted on the genome. However, its lack of inherent 
Carbenicilin resistance was helpful on the following steps of transformation 
 After EHA105 transformation confirmation by colony PCR, striate 3 – 4 positive 
colonies on plate containing LB with Rif (50ug/ml) and the antibiotics of plasmid 
resistance. Maintain at 28°C for 2 days. 
 Three days before the infection, spatulate the previous striate (do not need to be 
single colonies) in plates containing AB medium with antibiotics, in order to make a 
blend of colonies. Make sure that the bacteria are appropriately spread to obtain a 
film, not single colonies. Prepare 3 plates for each construction. Maintain the bacteria 




5g/L   Glucose 
15g/L  Agar 
50mL/L  AB Buffer 
50mL/L  AB Salts 
Autoclave 
25mL per each 20x100mm petri plates 
 
 
III. Infection and co-cultivation 
1. Preparing the medium 
 The day before the transformation the co-cultivation medium in a liquid and in a solid 
form should be prepared. The co-cultivation medium is a normal CIM medium added 
with Acetosyringone and Symperonic, if is the case.  
 For the solid medium, prepare five plates for each construction. The day before, 
prepare the CIM medium normaly and maintain it at 65°C overnight. On the morning 
of the transformation day, add Acetosyringone in a final concentration of 200uM and 
pour on the plates. Wrap the plates with aluminium paper and keep at 4°C until the 
transformation process.  
 For the liquid medium, prepare 50mL for each construction. The day before, prepare 
the CIM medium without Phytagel. After autoclaving, maintain it at 4°C overnight. At 
the moment of the transformation add Acetosyringone and Symperonic. 
 Be sure to have a good amount of sterilized paper.  
 
2. Preparing the infection solution 
 To the liquid CIM, add 10ul of Symperonic 10% per each 1mL of solution. Add 
Acetosyringone to a final concentration of 200uM 
 
IMPORTANT: Acetosyringone is very unstable, degrading under light and 
temperature. The stock should be prepared as individual aliquots, to through away 
after use. 
 
 With a sterile spatula scrape the Agrobacterium film from the plates with AB medium 
and ressuspend it in 20mL of the prepared liquid CIM medium 
 Dilute the above solution 10x and read absorbance of OD600 
 Proceed the dilution calculation to obtain an OD600 of 0.6 
 
Example: 
Value of OD600 of the sample: 0.563 
Multiply by the dilution factor: 0.563 x 10 = 5.63 
Divide by 0,6 (that is the final density): 5.63/0.6 = 9.3  the sample is 9.3 times more 
concentrated than the expected 
To a final volume of 40mL, how much should it be diluted to obtain the 1X OD? 
CV=CV 
9.3xV=1x40mL 
V=4.3mL of bacteria solution + 35.7mL of H2O 
 
Sample OD600 





A 0.563 5.63 9.3 4.3mL+35.7H2O 
B 0.372 3.72 6.2 6.45mL+33.55H2O 
C 0.450 4.50 7.5 5.3mL+34.7H2O 
 
3. Infection and co-cultivation 
 Transfer the calli from 4 Petri dishes to a 50mL falcon 
 Add the Agro suspension until completely cover the calli 
 Incubate for 20 minutes at RT, shaking carefully every 5 minutes 
 Discard the excess of liquid and pour the calli in a Petri dish covered with sterile paper. 
Let it dry for a few minutes 
 Transfer the calli to the CIM + Acetosyringone plates. Prepare 5 plates for each 
construction.  
 Close the plates with Parafilm and incubate at 22°C for 3-5 days on dark.  
 After 3 days you should see a film of bacteria grown around the calli. If you don’t, 




4. Disinfection and Selection 
 For decontamination be sure to have 2L of autoclaved distillated H2O, sterile paper 
and 150mL of Carbenicilin solution (0,5g/L) per construction 
 Transfer the calli to a 50mL falcon 
 Wash the calli 8-10 times with distillated water until the solution becomes clear 




 After the decontamination, dispose the calli on the selection medium for 16 days at 
24°C on the dark. Prepare 6-7 plates for each construction. The calli should not be 
close to each other. 
 Check every day in order to care about contamination. If a lot of contamination 
appears, a new disinfection step should be performed. If is just a few calli, remove 
them with a sterile blade.  
Selection Medium 
4.3g/L  MS salts 
1mL/L   Modified MS vitamins 
40g/L  Maltose 
100mg/L  Myo-Inositol 
1mL/L  CuSO4.5H2O (0,6mg/l; final concentration) 
pH to 5.8 
4g/L  Phytagel 
 
After autoclaving 
0.5mg/L  Kinetin 
2.0mg/L  2,4-D 
150mg/L  Timentin 
40mg/L  Hygromicin 
 
25mL for each 100x20mm petri plates 
V. Regeneration 
 In 3 weeks some resistant calli should appear and they might be transfered to 
regeneration medium. But keep the selection plates until 5 weeks, because new 
resistant calli can still appear. 
 Number both the resistant calli and the regeneration calli, in order to know the source 
of the resistant lineages. 
Regeneration Medium 
4.3g/L  MS Salts 
1mL/L  Modified MS Vitamins 
20g/L  Sucrose 
100mg/L Myo-Inositol 
pH to 5.8 
2g/L   Phytagel 
 
After autoclaving: 
2mg/L  Kinetin 
150mg/L Timentin 
40mg/L  Hygromicin 
 
25mL per 100x20mm petri plates 
 
VI. Rooting 
 After 3 weeks on the regeneration medium the plants have developed leafs and grew. 
Transfer then to the rooting medium. 
 Be sure to remove the excess of cali from the leafs. 
 You may transfer the plants to either culture tubes or magentas. Be sure to dispose a 
great amount of medium on then: 15mL/tube or 100mL/magenta. 
 Put 4-5 plants on each magenta. 
 
Rooting Medium 
2,15g/L  MS Salts 
30g/L  Sucrose 
1mL/L   Modified MS Vitamins 
pH to 5.7 
2g/L   Phytagel 
 
After autoclaving (optional): 
150mg/L Timentin 
40mg/L  Hygromycin 
 
 
Preparing Stock Solutions: 
 
Modified MS Vitamins (1000x) 
25mg Nicotinic acid 
5g  Myo-Inositol 
25mg Pyridoxine 
50mg d-Biotin 
5mg  Thiamine 
To 50mL distilled water 
Keep on fridge 
 
CuSO4.5H2O (0.6mg/mL) 
6mg in 10mL water 
Keep on fridge 
 
Kinetin (0.5mg/mL) 
5mg in 10mL water 
Filter in 0.2mm filter  Sterile solution 




AB Buffer (20x) 
60g/L   K2HPO4 
20g/L  NaH2PO4   
Keep on fridge 
 
AB Salts (20x) 
20g/L  NH4Cl 
6g/L   MgSO4.7H2O 
3g/L   KCl 
0,2g/L  CaCl2 
50mg/L  FeSO4.7H2O 
Keep on fridge 
 
Symperonic 10% 
5mg in 50mL 
Filter in 0.2mm filter  Sterile solution 
Keep on fridge 
 Acetosyringone (200mM) 
Dissolve 392mg in 10mL DMSO 
Filter in 0.2mm filter  Sterile solution 




1,5 g in 10mL water 
Filter in 0.2mm filter  Sterile solution 
Keep on freezer 
 
Hygromicin (40mg/mL) 
Dilute in water. 
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Anexo 3 
 
